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SCHIDLOWSKI, Elise Nocko. Desenvolvimento de Heterodera glycines raca 3
em diferentes espécies de crotalaria. 2016. 56f. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

RESUMO

A utilizacdo de plantas antagonistas para o manejo de fitonematoides é uma
ferramenta promissora, por se tratar de um método que afeta negativamente a
populacdo desses patdogenos no solo. O género Crotalaria € uma boa opcao,
principalmente, por serem nao hospedeiras e/ou ndo permitirem a multiplicagéo de
diversos nematoides. Porém, algumas informacfes sobre a forma de conducéo dos
ensaios podem ser melhor elucidadas visando a eficiéncia das metodologias, assim
como a confirmacdo sobre o comportamento de resisténcia de Crotalaria spp. ao
nematoide de cisto da soja. Sendo assim, os objetivos do presente trabalho foram
avaliar a infectividade, desenvolvimento de juvenis e a reproducdo de Heterodera
glycines raca 3 em plantas de Crotalaria breviflora, C. juncea, C. ochroleuca e C.
spectabilis obtidas de diferentes formas, em diferentes periodos, em condicbes de
casa de vegetacdo. A dissertacdo esta apresentada em dois artigos. No primeiro,
avaliou-se a influéncia de trés formas de obtencao de plantulas, para as espécies C.
breviflora, C. juncea, C. spectabilis e C. ochroleuca sobre a penetracdo e o
desenvolvimento de juvenis de H. glycines raca 3 nas raizes aos 10, 20 e 30 dias
apos a inoculacdo (DAI). Com base nos resultados, verificou-se que o
desenvolvimento inicial das espécies de crotalaria deve ser considerado no
momento da inoculacdo de H. glycines, principalmente, em experimentos
conduzidos em casa de vegetacdo, pois estdo diretamente relacionados com o0s
resultados obtidos. E que, a semeadura realizada diretamente no vaso, porém de
forma escalonada de acordo com o desenvolvimento inicial da espécie, foi o
tratamento que resultou em maior penetracdo de H. glycines raca 3 nas raizes de
Crotalaria spp. No segundo artigo, determinou-se a hospedabilidade das mesmas
espécies de Crotalaria a H. glycines raca 3, padronizando-se a obtencdo das
plantulas através da semeadura direta e escalonada de acordo com o
desenvolvimento inicial das espécies. Também foi utilizada a soja cv. Lee como
padrdo de suscetibilidade. Aos 10, 20 e 30 DAI, foram avaliadas a massa fresca de
raiz e o desenvolvimento dos juvenis. E, aos 30 DAI calculou-se, ainda, o indice de
fémeas e a producdo de ovos por fémea nas espécies de crotalaria e na soja. Os
resultados apontam que as espécies avaliadas permitem a penetracdo de juvenis de
H. glycines raca 3. Também confirmam que C. ochroleuca é hospedeira do
nematoide, permitindo o desenvolvimento de juvenis até a formacéo de fémeas e a
producdo de ovos. E que C. breviflora, C. juncea e C. spectabilis, apesar de terem
permitido a penetracdo de H. glycines, ndo possibilitam o desenvolvimento completo
do ciclo de vida do nematoide.

Palavras-chave: Manejo cultural. Nematoide de cisto da soja. Plantas antagonistas.



SCHIDLOWSKI, Elise Nocko. Heterodera glycines race 3 development in several
Crotalaria species. 2016. 56p. Dissertation (Master's degree in Agronomy).
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

ABSTRACT

The use of antagonistic plants to management plant nematodes is a promising tool
because it is a method that negatively affects the population of these pathogens in
the soil. The genus Crotalaria is a good option, mainly because they are non-host
and / or they do not allow the multiplication of several nematodes. However, some
information is required about how to perform the tests to improve the efficiency of the
methodologies and which is the resistance level of Crotalaria spp. to the soybean
cyst nematode. The objective of this work was to evaluate the infectivity,
development of juveniles and the reproduction of Heterodera glycines race 3 in
Crotalaria breviflora, C. juncea, C. ochroleuca and C. spectabilis plants obtained by
different ways, at different times under greenhouse conditions. The dissertation is
presented in two articles. In the first one, was investigated the influence of three
ways of seedling production of C. breviflora, C. juncea, C. spectabilis and C.
ochroleuca on the efficiency of inoculation, penetration and juvenile development of
H. glycines race 3 in roots at 10, 20 and 30 days after inoculation (DAI). Based on
the results, it was verified that the initial development of Crotalaria species should be
considered at the time of inoculation of H. glycines, mainly in greenhouse
experiments, because they are directly related to the results obtained. The sowing
done directly in the pot (in a staggered form according to the initial development of
the species), was the treatment that resulted in greater penetration of H. glycines
race 3 in the roots of Crotalaria spp. In the second article the hospedability of the
same species of Crotalaria to H. glycines race 3 was determined, being standardized
the seedlings production by direct sowing and staggered according to the initial
development of the species. Soybean cv. Lee was used as the standard of
susceptibility. At 10, 20 and 30 DAI, fresh root mass and juvenile development were
evaluated. And, at 30 DAI, the female index and the egg production per female were
also calculated in Crotalaria spp. and in soybean. The results indicate that all tested
Crotalaria species allow the penetration of juveniles of H. glycines race 3. Results
also confirmed that C. ochroleuca is host of the nematode, allowing the development
of juveniles until the formation of females and the production of eggs. Although C.
breviflora, C. juncea and C. spectabilis were penetrated by juveniles of H. glycines,
do not allow the complete development of the nematode life cycle.

Key-words: Cultural management. Soybean cyst nematode. Plants antagonists.
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1 INTRODUCAO

Devido as condi¢cdes de clima e solos adequados, a é&rea de
producdo agricola brasileira esta em constante expansdo. No entanto, a ampliacao
da area agricultavel estd sujeita a fatores que limitam a obtencdo de altos
rendimentos. No caso da cultura da soja, entre esses fatores estdo os problemas
fitossanitarios, sendo que no Brasil merecem destaque as doencas causadas por
fungos, bactérias, nematoides e virus (EMBRAPA, 2011).

O maior impacto causado pelas doencas na cultura da soja se da,
principalmente, na esfera econdémica, em que as perdas anuais causadas por essas,
dependendo das condi¢bes climaticas de cada safra, estdo estimadas entre 15 a 20
% da producdo; a medida que algumas doencas podem ocasionar até 100%
(EMBRAPA, 2011).

No Brasil, os fitonematoides mais prejudiciais a cultura da soja tém
sido os formadores de galhas (Meloidogyne spp.), o de cisto (Heterodera glycines), o
das lesdes radiculares (Pratylenchus brachyurus) e o reniforme (Rotylenculus
reniformis) (EMBRAPA, 2010).

Heterodera glycines, denominado nematoide de cisto da soja (NCS),
€ um dos mais importantes, pois 0 cisto torna-se uma estrutura rigida de protecao
aos ovos, que confere capacidade de sobrevivéncia por até oito anos no solo,
mesmo ha auséncia de plantas hospedeiras, o que dificulta as medidas de manejo.

O nematoide de cisto da soja possui uma grande variabilidade
genética entre sua populagcédo, possuindo 11 racas da espécie descritas no Brasil,
além de estar distribuido em, pelo menos, 10 estados. Sendo assim, sua severidade
se da tanto pela extensdo de areas afetadas quanto pelas perdas de producao
ocasionadas. Estima-se que a area infestada com este nematoide seja superior a
2,0 milhdes de hectares (EMBRAPA, 2013).

A possibilidade de manejo desse organismo por meio da utilizacao
de plantas antagonistas tem se mostrado uma alternativa para o produtor, pois estas
afetam negativamente a populacdo de fitonematoides no solo. Além disso, quando
utilizadas em esquemas de rotacdo ou sucessao de culturas, apresentam algumas
vantagens devido a capacidade de fixar nitrogénio e fornecer expressivos volumes
de matéria organica, aumentando a atividade de fungos antagonistas, reduzindo o
crescimento de plantas daninhas e melhorando as caracteristicas gerais do solo.
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Atualmente, muitas sdo as espécies vegetais possiveis de serem
utiizadas como plantas antagonistas. A utilizacdo de Crotalaria spp. tem se
mostrado uma das melhores opcdes, além de ser um eficiente adubo verde, ndo sédo
hospedeiras para muitos fitonematoides. Dessa maneira, o uso de Crotalaria spp.
como cobertura vegetal pode oferecer alternativas ao uso de nematicidas (WANG;
SIPES; SCHMITT, 2002). Segundo Ferraz et al. (2010), as espécies mais difundidas
no Brasil sdo C. juncea, C. spectabilis e C. paulina.

Riggs (1992) sumarizando resultados de varios estudos sobre a
gama de hospedeiros do nematoide de cisto da soja, classificou as espécies C.
juncea, C. rhodesiae C. saltiana e C. verrucosa como hospedeiras nao eficientes; e
como hospedeiras eficientes estdo C. intermedia, C. incana, C. lanceolata, C.
leioloba e C. ochroleuca. Em casa de vegetacéo, cultivando soja cv. FT Cristalina
em sucessao as espécies C. ochroleuca G. Don., C. breviflora DC e Crotalaria
anagyroides Kunth em substrato infestado com uma populacdo de H. glycines raca
3, Schwan et al. (2001), encontraram reduc¢édo significativa no numero de fémeas por
sistema radicular. Schwan (2003), em casa de vegetacao, observou que apesar das
espécies C. retusa e C. ochroleuca terem se comportado como hospedeiras de H.
glycines raca 10, essas espécies atuaram como antagonistas de H. glycines quando
precederam a soja cv. BRS 133, pois foram eficientes na redugéo da populagéo do
nematoide ao final do ciclo.

A maioria dos resultados conduzidos em casa de vegetacdo mostra
que algumas espécies de Crotalaria afetam a reproducdo do nematoide de cisto.
Porém, Soares et al. (2015) reportaram a primeira ocorréncia do H. glycines raca 3
em C. ochroleuca, em uma area de campo em Montividiu-GO, alertando sobre a
necessidade de se evitar a sua utilizacdo em areas com a presenca do nematoide
de cisto da soja.

A diferenca de resposta das espécies de crotalaria frente ao
nematoide de cisto da soja, também, pode estar relacionada ao desenvolvimento
vegetativo que varia de acordo com a espécie, sendo que as formas de obtencéo
das plantulas assim como a época de inoculagdo podem interferir diretamente no
ciclo de vida do nematoide afetando sua reproducao.

Sendo assim, os objetivos do presente trabalho foram avaliar a
influéncia de diferentes formas de obtencdo de plantulas sobre a infectiviade de

Heterodera glycines raca 3 nas espécies Crotalaria breviflora, C. juncea, C.
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ochroleuca e C. spectabilis e a hospedabilidade de Crotalaria spp. ao nematoide de
cisto, considerando a semeadura direta e escalonada de acordo com a emergéncia

das espécies.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FiLo NEMATODA

A palavra nematoide € de origem grega e significa "em forma de fio",
sendo seu nome utilizado para classificar os animais do Sub-Reino Metazoa e Filo
Nematoda. Entre o0s organismos multicelulares sdo os mais abundantes e
constituem um grupo muito diverso, pertencendo a um Filo proprio, proposto por
Cobb, em 1919, e restabelecido por Chitwood, em 1958 (GOULART, 2007).

Os nematoides possuem o corpo formado por uma parede externa
que delimita a cavidade interna, a qual é preenchida por um fluido, denominado
fluido pseudocelomatico, onde os 6rgéos estdo imersos. E altamente complexo em
sua composicao e, por estar sob presséao, funciona como um esqueleto eletrostatico
(FERRAZ et al., 2010).

Além disso, os nematoides possuem simetria bilateral e sdo animais
invertebrados nao-segmentados que habitam os varios biomas do planeta que
contenham uma fonte disponivel de carbono organico, ocupando nichos no mar,
agua doce ou ambientes terrestres (BONGERS; FERRIS, 1999). Possuem sexos
separados e, geralmente, acentuado dimorfismo (FONSECA, 2002).

O filo Nematoda compreende as classes Secernentea (es6fago
dividido em trés partes e presenca de um par de érgéos sensitivos, os fasmidios) e
Adenophorea (esd6fago com uma, duas, ou raramente trés partes e fasmidios
ausentes) e as subclasses Enoplia, Chomadoria, Rhabditia, Spiruria e Diplogasteria
(DE LEY; BLAXTER, 2002). Os Secernentea sdo quase exclusivamente terrestres,
raramente sendo de agua doce ou marinha, ao passo que os Adenophorea ocupam
nichos nos trés habitats (BONGERS; FERRIS, 1999). Sdo 19 ordens, das quais
apenas 13 estédo associadas ao solo (CARES; HUANG, 2008).

Yeates et al. (1993) propuseram a ocorréncia de oito grupos de
nematoides no solo, que seriam: a. Fitoparasitas ou fit6fagos, aqueles que se
alimentam de plantas vasculares; b. Fungivoros ou micéfagos, os que tém como
fonte de alimento hifas de fungos saprofiticos, penetrando-as com um pequeno
estilete; c. Bacteriéfagos, que tém como base alimentar qualquer fonte procariotica,
d. Ingestores de substrato, que utilizam principalmente a ingestdo de substrato onde

h& crescimento de bactérias, geralmente nematoides marinhos; e. Carnivoros ou
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predadores, que se alimentam de invertebrados do solo (protistas, rotiferos e outros
nematoides); f. Os que se alimentam de eucariotos unicelulares, como algas e
diatoméaceas; g. Nematoides que apresentam estagios infectivos ou de dispersao
como parasitas de animais (vertebrados e invertebrados) e que podem ter um ciclo
reprodutivo alimentar bacteriano ou fungico no solo; h. Onivoros (uma combinacao
de a-f acima), mas geralmente aplicado a nematoides da ordem Dorylaimida.
Basicamente, os principais grupos presentes no solo séo fitoparasitas, fungivoros,
bacteriéfagos, carnivoros e onivoros (GOULART, 2007).

A maioria dos nematoides é de vida livre, alguns se alimentam de
microrganismos e outros organismos complexos. Alguns nematoides sé&o parasitas
de plantas superiores (fitonematoides), principalmente de seus 6rgéos subterraneos
(raizes, tubérculos, bulbos, rizomas ou frutos hipégeos). Ha, também, os parasitas
de 6rgdos aéreos (caules, folhas, frutos e sementes) e parasitas de animais, 0s
guais se alimentam de vertebrados e invertebrados (GOULART, 2007).

A morfologia da regido anterior e da cavidade bucal do nematoide
esti relacionada a seu habito alimentar. Nematoides fitoparasitas apresentam
estilete, porém, essa estrutura também pode ocorrer em nematoides fungivoros,
carnivoros e onivoros (GOULART, 2007).

2.1.1 Nematoides Fitoparasitas

Sao nematoides que se alimentam de plantas vasculares através de
estruturas denominadas estiletes, que podem ser odontostilicos (por derivar de um
dente) ou estomatostilicos (desenvolvido pela fusdo das paredes da cavidade bucal),
0S quais propiciam o parasitismo em plantas. Sua alimentacdo oportuniza a
destruicdo do sistema radicular, a qual induz a formacéo de nodulagbes ou lesbes
necréticas nas raizes, além de impedir a absorcdo de agua e nutrientes pelas
plantas (RITZINGER et al., 2010).

Representam o grupo de nematoides com maior importancia em
virtude dos prejuizos causados a agricultura, sendo também ecologicamente
importantes, pois podem consumir, em pastagens, de 7 a 10% da matéria seca ou 2
a 3% das raizes (CURRY, 1994).

Existem véarias classificacdes para nematoides fitoparasitas, como a

proposta por Hussey e Grundler (1998), que os classifica em quatro grupos de
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acordo com a relacdo alimentar com o hospedeiro: ectoparasitas migradores,
ectoparasitas sedentérios, endoparasitas migradores e endoparasitas sedentarios.

Ectoparasitas migradores tém o modo de parasitismo mais primitivo,
onde se mantém fora das raizes e utilizam seu estilete para se alimentar de células
epidérmicas. Ectoparasitas sedentarios se alimentam em um sitio especifico ou
célula da raiz por um periodo prolongado, se mantendo exteriormente a raiz.
Endoparasitas migradores penetram nas raizes e se alimentam por certo periodo de
tempo, migram intracelularmente, podendo, inclusive, retornar ao solo e parasitar
outro hospedeiro. Os endoparasitas sedentarios sdo aqueles que envolvem as
relagdes alimentares mais complexas e especializadas com a planta hospedeira.
Invadem as raizes na forma de juvenis de segundo estadio e seu desenvolvimento
leva a modificagdes na morfologia e funcdo de células radiculares especificas, que
se tornam uma fonte permanente de alimentacdo para o parasita. Enquanto
estabelece a relacéo alimentar, o corpo do juvenil aumenta de tamanho e este vem a
se tornar imével, permanecendo no interior da raiz (HUSSEY; GRUNDLER, 1998).

Em relacdo ao ciclo de vida dos nematoides fitoparasitas, as fémeas
produzem ovos que apo0s 0 processo de segmentacdo originam em seu interior uma
larva (juvenil). A maioria dos fitonematoides é ovipara, ou seja, 0 desenvolvimento
embriogénico ocorre apés a postura do ovo, fora do corpo do nematoide. Alguns séo
ovoviviparos, pois 0s ovos séo depositados com o juvenil formado em seu interior
(FERRAZ et al., 2011).

O crescimento é precedido pela troca da cuticula, a ecdise. A ecdise
ocorre em quatro fases, a saber: recebimento e conducdo de estimulos para
descarga do material neurossecretor, separacdo da cuticula velha da hipoderme,
formacdo da nova cuticula e ruptura da cuticula velha (TIHOHOD, 2000). Os juvenis
de primeiro estadio se desenvolvem dentro do ovo, onde ocorre a primeira ecdise.
Os juvenis de segundo estadio eclodem do ovo e sofrem mais trés ecdises até se
tornarem adultos (LEE, 2002).

Durante o ciclo de vida, geralmente sé desenvolvem o aparelho
reprodutor e aumentam o tamanho. Nematoides no estadio juvenil apresentam todos
0s sistemas completamente formados, diferindo dos adultos somente por nao
apresentarem aparelho reprodutor completo, mas apenas algumas células que irdo

origina-lo, chamadas "primordium genitale" (FERRAZ et al., 2011).
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A movimentacdo dos nematoides no solo se da entre as particulas
no filme de agua (GOULART, 2007). A grande maioria se encontra na camada entre
0 a 30 cm de solo, pois nesta por¢do se concentra a maior parte das raizes, 6timas
condicOes de oxigenacao, temperatura e umidade.

Os nematoides, em intima relacdo parasitaria com as plantas
hospedeiras, podem apresentar diferentes acdes sobre estas, a saber: acéo
traumatica, provocada por injurias mecanicas decorrentes do movimento do
nematoide nos tecidos; acdo espoliadora, provocada pelo desvio de nutrientes
essenciais; e acdo toxica, provocada por toxinas ou enzimas secretadas pelo
nematoide e que séo prejudiciais a planta (AGRIOS, 2005).

Por parasitarem as raizes e ndo causarem sintomas visiveis e
evidentes, muitas vezes, os nematoides fitoparasitas sdo ignorados durante varios
ciclos de plantio, tendo atencdo somente quando provocam sérios danos e perda
significativa de producdo. Segundo Ferraz (2001), mais de cem espécies de
nematoides, envolvendo cerca de 50 géneros, foram associadas a cultivos de soja
em todo o mundo. No Brasil, entre as espécies que causam maiores danos, estdo o
nematoide de cisto da soja (Heterodera glycines Ichinohe, 1952), o nematoide das
lesdes radiculares (Pratylenchus brachyurus (Godfrey, 1929) Filipjev & Schuurmans-
Stekhoven, 1941), os formadores de galhas (Meloidogyne Goeldi 1887), e o
reniforme (Rotylenchulus reniformis Linford & Oliveira 1940) (EMBRAPA, 2010). A
importancia dessas espécies no pais se deve a aspectos relevantes, como a
presenca endémica em diversas regides produtoras, elevada variabilidade genética
e risco potencial de dano com o incremento da &rea cultivada com espécies
suscetiveis. (DIAS et al., 2009).

2.2 NEMATOIDE DE CISTO DA SOJA (NCS)

O nematoide de cisto da soja teve sua primeira descri¢ao atribuida a
Hori em 1915, no Japédo. Apesar de ter sido relatada na regido da Manchudria em
1880 (NOEL, 1992), a doenca causada pelo NCS j& era conhecida naquele pais ha
pelo menos 30 anos antes deste relato, pelo nome de “doenga de noite de luar”,
devido ao sintoma de reboleiras amarelas na lavoura.

No Brasil, o primeiro relato desta espécie ocorreu nos estados de

Mato Grosso, Minas Gerais, Goias e Mato Grosso do Sul, na safra de 1991/1992
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(MENDES; DICKSON, 1993). Posteriormente, H. glycines foi citado nos estados de
Sédo Paulo (NOEL et al., 1994), no Rio Grande do Sul e no Parand (CARVALHO,
1999).

O nematoide de cisto da soja (NCS) € um dos nematoides mais
importantes, tanto pela extensdo das areas afetadas quanto pelas perdas de
producdo ocasionadas (ALMEIDA et al., 1997). Estima-se que a area infestada com

este nematoide seja superior a 2,0 milhdes de hectares (EMBRAPA, 2013).

2.2.1 Biologia e Ciclo de Vida

A duracéo do ciclo de vida do NCS pode variar de 21 a 24 dias a
temperatura favoravel de 23 a 25°C sendo, portanto, possiveis quatro a cinco
geracbes em um unico cultivo de soja (TIHOHOD, 2000). Em solos com umidade
adequada e temperaturas variando entre 28 a 31°C, o desenvolvimento pode ser
mais rapido. Temperaturas inferiores a 10°C e superiores 34°C sao desfavoraveis ao
desenvolvimento desta espécie (FERRAZ; MONTEIRO, 1995).

O género Heterodera caracteriza-se pela formacdo de cistos, que
séo estruturas de protecdo dos ovos, compostas pelo corpo da fémea morta, de cor
marrom, altamente resistente a deterioracdo, as condicbes adversas, ao calor e
dessecacéo, e contendo, no seu interior, em media 500 ovos (TAYLOR, 1971). Os
cistos sdo formados devido a compressédo progressiva dos 6rgdos internos das
fémeas, causada pela retencdo de ovos, levando-as a morte (FERRAZ; MONTEIRO,
2005). Estes podem ser encontrados aderidos as raizes ou dispersos no solo, sendo
muito resistentes a estresses edafo-climaticos, servindo de protecdo aos ovos,
também, contra inimigos naturais. Além disso, 0s ovos protegidos pelo cisto podem
sobreviver por até oito anos na auséncia de plantas hospedeiras (MOORE et al.,
1984).

Os ovos no interior do cisto sofrem embriogénese, originando o
juvenil de primeiro estadio (J1). Este sofre uma ecdise, ou seja, uma troca de
cuticula, e se transforma no juvenil de segundo estadio (J2), que eclode do ovo,
move-se a pequenas distancias através do solo e penetra nas raizes das plantas. A
penetracdo frequentemente ocorre abaixo da zona de maturacdo da raiz, onde o
tecido é jovem, porém diferenciado. Ademais, o J2 é a forma infectiva, sendo a Unica
forma capaz da penetracao radicular (SCHMITT; RIGGS, 1989; YOUNG, 1992).
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Apoés a eclosao, os juvenis sdo atraidos para as raizes de plantas
hospedeiras pelos exsudatos radiculares. Ao encontrar uma raiz suscetivel, os
juvenis penetram nas raizes secundarias ou radicelas, geralmente pelo apice, e
migram até o cilindro central, estabelecendo-se préximos ao sistema vascular
(WRATHER et al., 1984).

No tecido vascular, os juvenis param de se mover, perdem a maioria
dos musculos e iniciam a alimentagdo, com a inje¢do de toxinas, pelo estilete, que
modificam algumas células no seu entorno, criando locais especializados a
alimentacdo chamados sincitos ou sincicios (AGRIOS, 2005). O sincito é formado a
partir da expansao de células do cambio, devido a degradacéo da parede celular e
fus@o de protoplastos, ocorrendo ainda aumento do nucleo celular e incremento no
metabolismo dessas células (WYSS, 2002). Durante a formacéo desses sincitos, o0s
J2 tornam-se imoéveis e sofrem trés ecdises antes de se tornarem adultos
(FERREIRA, 2007).

As fémeas tornam-se agigantadas, sedentarias, de formato
liminiforme, e mudam sua coloracdo de branca a amarelada, permanecendo fixadas
a raiz, com o corpo do lado de fora e a parte anterior internamente conectada aos
tecidos radiculares. J& os machos tornam-se vermiformes e moveis, abandonando a
raiz no estadio adulto em busca de fémeas para fecundacédo (TAYLOR, 1971).

Gradativamente, os demais juvenis, ao se desenvolverem, assumem
o formato globoso das fémeas. Esta fémea, ao se formar, rompe o cOrtex da raiz e
emerge para a superficie, permanecendo presa apenas pela parte anterior, expondo
o restante do corpo para que possa ser fecundada pelos machos, que ja estdo no
solo. No inicio, a coloracdo da fémea € branca a creme, tornando-se caramelo a

marrom, com o passar dos dias (TIHOHOD, 2000), quando se transforma em cisto.

2.2.2 Morfologia

Os J2 sao vermiformes e apresentam tamanho entre 0,35 a 0,5 mm
de comprimento (TIHOHOD, 1997). Possuem seis labios dispostos radialmente, com
coberturas anfidiais laterais, e nédulos basais do estilete arredondados. Além disso,
cerca da metade do comprimento da cauda € ocupada pela porcdo hialina
(TURNER; ROWE, 2006)
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As fémeas sdo obesas (0,4 — 0,8 mm de comprimento), tém formato
de limao, com coloracao inicial branca, mas quando préximas de se desprenderem
da raiz, sua tonalidade se torna amarronzada. Séao didelfas (com dois ovarios),
prodelfas (os ovarios estendem-se anteriormente, sendo a vulva posterior ou
terminal) e os ovarios ocupam toda a cavidade pseudoceloméatica. A matriz
gelatinosa é externada antes do inicio da postura, e permanece presente na fase
inicial de formacédo dos cistos. Os ovos possuem dimensoes entre 104,5 + 14,5 um
de comprimento e 42 + 7,0 um de largura (TURNER; ROWE, 2006).

Os machos sdo vermiformes e possuem de 0,6 a 1,6 mm de
comprimento, sendo comuns em muitas espécies (TIHOHOD, 1997). Apresentam
quatro incisuras no campo lateral do corpo. As espiculas sdo bidentadas e o
gobernaculo é simples (TURNER; ROWE, 2006).

2.2.3 Sintomatologia

Heterodera glycines é o agente causador da doenca denominada
“nanismo amarelo da soja”, em fungao dos sintomas apresentados na parte aérea da
planta (DHINGRA et al., 2009).

Por ser um nematoide endoparasita sedentario, promove alteracdes
morfolégicas nas raizes parasitadas, as quais sofrem reducédo na translocacao de
agua e nutrientes, levando a formacao de sintomas reflexos na parte aérea como
nanismo, deficiéncia mineral, amarelecimento das folhas, queda precoce de vagens
e pobre enchimento de gréos (DA SILVA et al., 2006).

Os sintomas diretos ocasionados por H. glycines sdo notados pela
diminuicdo do sistema radicular, aumento da proliferacdo de raizes secundarias e,
também, pela redugcdo ou auséncia da nodulacdo por bactérias simbidnticas (DA
SILVA et al., 2006). Locais em que a populacao do patdgeno é muito alta pode haver
a morte prematura de plantas (BRITO et al., 1999).

Os sinais apresentados por H. glycines podem ser observados no
sistema radicular pela presenca de fémeas de cor branca a creme e/ou cistos de
coloracdo marrom escuro. Os cistos, encontrados no solo, permanecem proximos a
rizosfera de plantas infectadas (RIGGS; WRATHER, 1992).

Quando os niveis populacionais no solo sédo elevados e as

condicbes ambientais sdo favoraveis ao desenvolvimento do NCS, as plantas
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atacadas podem morrer com 30 a 40 dias apds a emergéncia. Em lavouras de soja,
cuja area apresenta baixa populacdo de nematoides, pode haver auséncia de
sintomas e, por isso, o diagnostico por meio da observacdo dos sintomas na parte
aérea ndo é preciso (DHINGRA et al., 2009).

2.2.4 Disseminacéao

Desde a sua descoberta, o NCS tem se disseminado muito
rapidamente e, em determinados casos, inviabilizam o cultivo da soja em solos com
alta infestacdo. Os danos do NCS, geralmente, sdo mais severos em solos
arenosos, mas ocorrem em todos os tipos de solo (CARES; BALDWIN, 1995).
Observacdes de campo tém mostrado, contudo, que 0s prejuizos sao maiores em
culturas estabelecidas em solos mais arenosos, talvez devido a facilidade de
movimentacgao e, consequentemente, uma maior disseminacéo (TIHOHOD, 2000).

Os nematoides, por si SO, movem-se apenas poucos metros por ano
(BALDWIN; MUNDO-OCAMPO, 1991). Entretanto, o cisto é a forma mais eficaz de
dispersao, por carregar os ovos férteis em seu interior, desprendendo-se das raizes
das plantas e permanecendo no solo (EMBRAPA, 2008). Mesmo na auséncia de
planta hospedeira, o cisto pode sobreviver e permanecer viavel no solo por mais de
oito anos (MANSO; TENENTE, 1984), por ser resistente as condi¢cdes desfavoraveis
de temperatura, umidade, e aeracdo do solo (AZEVEDO et al., 2002; DHINGRA et
al., 2009).

A disseminacao de H. glycines se da principalmente pelo transporte
de solo infestado. Isso pode ocorrer por meio dos equipamentos agricolas, das
sementes mal beneficiadas que contenham particulas de solo, pelo vento, pela agua
e até por passaros que, ao coletar alimentos do solo, podem ingerir junto os cistos.
Nas propriedades em que se pratica o sistema integrado lavoura-pecuéria é,
igualmente, importante conhecer a procedéncia das sementes de pastagem
utilizadas, visto que as mesmas, ndo raramente, contém torrdes que podem
disseminar os cistos do nematoide (EMBRAPA, 2014). Pela facil disseminagéo, o
NCS se encontra presente em mais de 10 Estados (MG, MT, MS, GO, SP, PR, RS,
BA, TO e MA) (EMBRAPA, 2013).
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2.2.5 Racas Fisiolégicas

A existéncia de racas fisiolégicas em NCS foi relatada, pela primeira
vez, nos Estados Unidos da América, por Ross e Brim (1957), sendo o termo raca
referido para diferenciar os isolados do patégeno, com base nas suas habilidades
em reproduzir-se sobre uma série de genotipos de soja (DIAS et al., 2005).

Devido a constatacdo de Ross (1962) sobre a existéncia de
variabilidade fisiolégica entre populacdes de H. glycines, Golden et al. (1970)
propuseram um modelo de diferenciacdo de racas baseado em quatro materiais de
soja diferenciadoras (Peking, Pickett 71, Pl 88788 e Pl 90763) e um padrao de
suscetibilidade (Lee 74), permitindo a identificagdo de quatro ragas diferentes de H.
glycines.

Posteriormente, Riggs e Schmitt (1988) observaram isolados que
ndo se enquadravam nas ragas propostas por Golden et al. (1970), e entéo
propuseram um modelo mais completo, permitindo a caracterizacdo de até 16 racas
de H. glycines com base nas mesmas plantas hospedeiro-diferenciadoras, utilizando
o indice de fémeas (IF). O indice proposto foi calculado com base no nimero de
fémeas e cistos produzidos por raiz da planta diferenciadora e dividido pelo niamero
de fémeas e cistos produzidos na cultivar Lee (padréo de suscetibilidade), tendo sido
consideradas resistentes (-) as diferenciadoras com IF < 10% e suscetiveis (+)
aquelas com IF > 10%.

Dias et al. (1998) incluiram a cultivar Hartwig como diferenciadora de
modo que, toda vez que a resisténcia dessa cultivar fosse quebrada, o nimero da
raga viria complementado de um sinal positivo (+) (Quadro 1). Entdo, as ragas 4" e
14" diferiram, respectivamente, das racas 4 e 14 classicas, por apresentarem

habilidade em parasitar a cultivar Hartwig.
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Quadro 1. Racas de nematoides de cisto da soja, Heterodera glycines, de acordo
com o esquema de determinacdo de racas de Riggs e Schmitt (1988) e Dias et al.
(1998).1

RACA PICKETT PEKING P1 88788 | PI 90763 | HARTWIG
1 - - + - -
2 + + + - -
3 - - - - -
4 + + + + -

4+ + + + + +
5 + - + - -
6 + - - - -
7 - - + + -
8 - - - + -
9 + + - - -

10 + - - + -

11 - + + - -

12 - + - + -

13 - + - - -

14 + + - + -

14+ + + - + +
15 + - + + -
16 - + + + -

" A determinagéo da raga foi realizada com base no padrdo de classificagado (“+” e “-“) para cada
cultivar diferenciadora.

No Brasil, ja foram encontradas 11 racas (1, 2, 3, 4, 4", 5, 6, 9, 10,
14, 14%), sendo que a distribuicdo do NCS nos estados brasileiros se apresenta da
seguinte forma: Mato Grosso (ragas 1, 2, 3, 4, 47, 5, 6, 9, 10, 14, 14"), Mato Grosso
do sul (1, 3, 4, 5, 6, 9, 10 e 14), Goias (racas 3, 4, 5, 6, 9, 10, 14), Minas Gerais (3,
4, 6 e 10), Rio Grande do Sul (ragas 3, 5 e 6), Bahia (raca 1, 3 e 14), Maranh&o
(raca 5, 6 e 9), Tocantins (raca 1), Parana e Séo Paulo (raca 3) (EMBRAPA, 2011).

2.2.6 Métodos de Controle

Uma érea ja infestada com NCS requer um manejo diferenciado,
Vvisto que, uma vez presente na area, sua erradicacado € praticamente impossivel. O
cisto de H. glycines consegue sobreviver em condicfes adversas, tornando sua
disseminacéo facilitada, pois esta ocorre por qualquer meio de dispersao do solo
(YORINORI; GALERANI; GARCIA, 1994).
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Os métodos mais eficientes de controle para o NCS consistem na
utilizacdo de cultivares resistentes de soja, através do manejo genético, e a
utiizacdo de plantas antagonistas (ou n&o hospedeiras) em esquemas de
rotacado/sucessdo de culturas, sendo ainda mais eficazes quando utilizados
concomitantemente (DIAS et al., 2009; EMBRAPA, 2011).

Além disso, devido a dificuldade de elimina¢édo do patégeno da area,
ainda recomendam-se o uso de sementes livres de patdégeno, desinfestacdo de
implementos agricolas, bom manejo do solo com aumento dos niveis de matéria

organica, adubacéao equilibrada e descompactacao (DHINGRA et al., 2009).

2.2.6.1 Cultivares resistentes

Dentre os métodos de controle existentes para o H. glycines, a
utilizacdo de cultivares resistentes tem sido adotada em todo o mundo, em funcédo
da viabilidade econdémica e eficiéncia (NIBLACK et al., 2002), além de apresentar-se
como uma das maiores contribuicdes do melhoramento de plantas (SEDIYAMA et
al., 2009).

O mecanismo de resisténcia da soja ao hematoide de cisto vem do
modelo “reagdo de hipersensibilidade”, ou seja, os tecidos afetados morrem e o
nematoide ndo consegue completar seu ciclo de desenvolvimento. A penetracdo dos
juvenis ocorre de modo semelhante para plantas resistentes e suscetiveis, mas nas
resistentes os tecidos do sincicio se necrosam e entram em colapso, terminando na
morte dos nematoides antes de atingirem a fase adulta (SCHMITT; NOEL, 1984).

Embora a utilizacdo de cultivares resistentes seja o método mais
econdmico e eficiente para o controle de nematoide de cisto da soja, este ndo deve
ser a unica opc¢ao, pois 0 NCS apresenta uma elevada diversidade genética que,
guando submetido a forte pressao de selecédo, pode desenvolver novas racas (DIAS
et al., 2007), além de aumentar a quebra de resisténcia (RIGGS; SCHMITT, 1993).

Das cultivares recomendadas para o Brasil, apenas 10,2 %
apresentam resisténcia a pelo menos uma raca do NCS. Os programas de
melhoramento continuam desenvolvendo cultivares, principalmente, com resisténcia
araca 3 (EMBRAPA, 2008).
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Complementarmente, YOUNG (1992) evidenciou que o uso de
cultivares tolerantes € desejavel desde que outros métodos sejam utilizados em
conjunto, pois permitem aumento de indculo de nematoides durante o crescimento.

Neste sentido, a combinacdo da utilizacdo de cultivares resistentes
associada a rotacdo com plantas ndo hospedeiras, como as plantas antagonistas,

vem apresentando bons resultados.

2.2.6.2 Rotacao de culturas

A rotacdo de culturas é uma medida de controle indicada mesmo
quando existe a disponibilidade de cultivares resistentes, pois permite que as
densidades populacionais de fitonematoides se mantenham baixas, incluindo,
também, o emprego de cultivares suscetiveis em esquemas de rotacdo de culturas.
O uso de cultivares resistentes é de fundamental importancia para evitar ou diminuir
a presséo de selecéo sobre a populacdo de fitonematoides, evitando-se a alteracao
da raca presente no local (GARCIA et al., 1999).

A adocado do sistema de rotacdo, na maioria das vezes, esbarra na
viabilidade econdmida das culturas em determinadas regiées. Entretanto, a rotagédo
de verdo, com espécies ndo hospedeiras reduz a populacédo de H. glycines a niveis
toleraveis mesmo para cultivares de soja suscetiveis (EMBRAPA, 2014).

A sobrevivéncia de H. glycines em plantas daninhas e em soja
“tiguera”, também, fazem com que a rotacdo de culturas seja imprescindivel no
controle deste nematoide (DIAS et al., 2004).

Quando o cultivo de plantas ndo hospedeiras é seguido pelo plantio
de cultivar resistente por dois ou trés anos, a populacdo do nematoide €
sensivelmente reduzida. Consequentemente, ao plantar uma cultivar suscetivel, a
populacdo do nematoide de cisto da soja ird aumentar, mas permanecera abaixo da
populacao inicial, e daquela que propiciaria queda na producédo (WRATHER et al.,
1992).

Em cultivos de verdo por dois ou mais anos consecutivos, com
espécies ndo hospedeiras, pode-se cultivar a soja na area nos dois anos seguintes,
sem risco de perdas pelo H. glycines. Ja para os cultivos de inverno, em areas
infestadas pelo NCS, indica-se utilizar apenas as espécies ndo hospedeiras

(gramineas, cruficeras, girassol, mucunas, etc.) (EMBRAPA, 2014).
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Algumas espécies vegetais, principalmente anuais e de interesse
econdbmico, que ndo sdo hospedeiras de H. glycines, sdo o milho, arroz, algodéo,
mamona, girassol e sorgo. As principais culturas utilizadas em rotacao de culturas
no Cerrado sdo milho, arroz e algodao. Enfatiza-se que a mandioca e o amendoim,
mesmo ndo sendo hospedeiros de H. glycines, ndo devem ser cultivados em areas
infestadas devido a grande movimentacdo de solo durante a colheita, pois

favorecem a disseminacao de cistos presentes no solo (GARCIA et al., 1999).

2.2.6.3 Plantas antagonistas

As plantas antagonistas possuem a capacidade de afetar
negativamente a populacdo de fitonematoides, como é o exemplo das plantas
armadilhas, nas quais 0 nematoide penetra mas ndo consegue completar o seu
desenvolvimento; das hospedeiras desfavoraveis, quando ha a penetracdo do
fitonematoide mas poucos conseguem se desenvolver; e aguelas que possuem
compostos nematicidas / nematostaticos em seus tecidos, que podem ser liberados
no meio externo ou apenas atuarem no interior das plantas (FERRAZ; VALLE,
1997). O efeito nematicida é representado por provocar a morte do fitonematoide, ja
o efeito nematostatico € quando o desenvolvimento do fitonematoide € inibido
temporariamente (EMBRAPA, 2007).

A descoberta de plantas que exercam efeito antagbnico e que
possam ser cultivadas em esquemas de rotacdo de cultura ou sucesséo com a soja
pode fornecer novas alternativas para extensas areas de plantio de soja, que se
encontram comprometidas devido aos elevados niveis populacionais deste
nematoide (FERRAZ et al.,, 1999). A utilizacdo de plantas antagonistas, quando
utilizada em rotacéo de culturas, € um dos métodos de controle em maior assencao
para o NCS e tem apresentado resultados promissores.

Plantas hospedeiras desfavoraveis podem ser tdo ou mais eficientes
no controle de fitonematoides quanto as ndo hospedeiras. Provavelmente, o0 nimero
de juvenis que eclode e morre durante o ciclo dessas plantas € superior ao nimero
de ovos produzidos pelas poucas fémeas formadas em suas raizes. Portanto, o fato
de uma planta permitir pequena multiplicacdo do nematoide néo limita sua adocao

em determinada estratégia de controle. Entretanto, € recomendavel que essas

plantas sejam utilizadas com os mesmos cuidados que uma variedade resistente,
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em programas de rotacdo de culturas que incluam, também, uma planta néo
hospedeira (FERRAZ et al., 2010).

Ferraz et al. (2010) propuseram que a utilizacdo de plantas
antagonistas apresentam algumas vantagens como, por exemplo: a) ndo prejudicar
0s inimigos naturais dos nematoides, que em alguns casos podem alterar a
populacdo de microrganismos do solo, favorecendo o aumento de agentes de
controle biologico; b) capacidade de algumas espécies utilizadas como plantas
antagonistas em fixar nitrogénio da atmosfera e fornecer ao solo expressivos
volumes de matéria organica, melhorando suas caracteristicas; c) plantas produtoras
de compostos nematicidas que podem controlar os fitonematoides de forma mais
eficiente que uma simples rotacdo de culturas ou o uso de uma planta nao
hospedeira; d) podem controlar fitonematoides mesmo quando intercaladas com
cultura principal; e) presenca de substancias nematicidas nos exsudatos radiculares,
algumas plantas contém compostos nematotoxicos pré-formados na parte aérea,
reduzindo a populacdo do patdégeno apos a incorporacdo ao solo dos residuos
vegetais; f) possibilidade de controle de outros patégenos do solo, além de
fitonematoides.

Além das vantagens que as plantas antagonistas possuem, quando
associadas em esquemas de rotacdo de culturas, alcangam bons resultados, uma
vez que restringem a reproducdo dos fitonematoides e, aliada aos fatores naturais
de mortalidade, favorecem a reducdo da populacdo do patégeno. Quando se planeja
corretamente a sequéncia de plantas a serem utilizadas em rotagdo, € possivel
reduzir a densidade populacional de fitonematoides abaixo do nivel de dano
comercial sem promover 0 aumento da populacdo de outras espécies presentes
(FERRAZ et al., 2010).

Haja vista que uma mesma planta pode apresentar comportamento
diferenciado diante de espécies ou racgas distintas de fitonematoides e, levando-se
em conta, o habito polifago dos mesmos, primeiramente deve ser realizado um
levantamento nematoldgico da area, onde se identificam corretamente as espécies
de fitonematoides presentes, para, entdo, inserir as plantas antagonistas em
sistemas de rotacdo de culturas (FERRAZ et al., 1999; HALBRENDT; LaMONDIA,
2004 apud FERRAZ et al., 2010). Com esta prévia identificacdo morfolégica dos

fitonematoides, as plantas antagonistas podem ser escolhidas a fim de diminuir a
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populacdo de uma determinada espécie de fitonematoide além de garantir que néo
havera a multiplicacdo de outra possivel recorrente na mesma area.

Sendo assim, hda uma gama de plantas antagonistas que vém
ganhando destaque quando se trata de controle de fitonematoides, sendo muitos os
exemplos: as gramineas, como aveia, centeio, trigo, cevada; as forrageiras dos
géneros Brachiaria e Panicum; as oleaginosas, como girassol, amendoin, mamona;
e, principalmente, as leguminosas, como as mucunas, guandus, labe-labe, feijao-de-
porco, além das varias espécies de crotalarias (Crotalaria breviflora, C. juncea, C.
spectabilis e C. ochroleuca).

De acordo com Ferraz e Vale (1997), o uso de plantas antagonicas,
que produzem metabdlitos com propriedades nematostéticas ou nematicidas apos a
penetracdo do fitonematoide, ou que apresentam constitutivamente, € uma
alternativa de menor impacto ecolégico, se comparado ao uso de nematicidas
sistémicos. Algumas dessas substancias sao excretadas pelas raizes, como no caso
do a-tertienila, produzido por Tagetes erecta. Outro exemplo com propriedade
nematicida € o alcaloide monocrotalina, o acido butirico e o pirocatecol, isolados de

Crotalaria spectabilis.

2.2.6.3.1 Crotalaria spp.

O nome crotalaria tem o significado de chocalho, referindo-se ao
barulho feito por suas sementes quando se balanca a vagem madura. E uma
leguminosa de origem africana e/ou indiana, muito utilizada na adubacéo verde, por
ser uma planta pouco exigente em agua, com grande potencial de fixacdo biologica
de nitrogénio e producdo de massa verde, facil incorporacdo ao solo e
decomposicao, crescimento rapido suficiente para vencer a competicdo com ervas
daninhas, mas néo é invasora na cultura seguinte (SCHEUER, 2010).

Ha mais de 350 espécies descritas no género, localizadas nos
tropicos e subtropicos dos hemisférios (COOK; WHITE, 1996). A crotalaria apresenta
boa producéo de fitomassa, servindo como adubo verde, com alta fixagdo de N
atmosférico e boa relagcdo de C/N (WUTKE, 1993). Além disso, apresentam ac¢ao
antago6nica sobre nematoides no solo com bons resultados (INOMOTO et al., 2008),

principalmente, pela sua capacidade de serem ndo hospedeiras e ndo permitirem a
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multiplicacdo de algumas espécies de nematoides em esquemas de rotacdo de
culturas (FERRAZ et al., 2010).

A Crotalaria breviflora apresenta ciclo menos duradouro quando
comparado a outros adubos verdes. Apresenta boa relacdo C/N entre 14 e 18
(AGUIAR et al., 2014), aléem de sua capacidade de fixacdo ser de até 160 Kg de
N/ha/ano (WUTKE, 1993).

A Crotalaria juncea € uma das espécies de mais rapido crescimento
inicial. Utilizada para adubacé&o verde, em cultivo isolado, intercalado ou perene, e
possivel rotacdo com culturas graniferas (AGUIAR et al., 2014). Possui capacidade
de fixacdo de até 450 Kg de N/ha/ano (WUTKE, 1993), com potencial de producao
de matéria seca em torno de 15 a 20 t ha™ e relacdo C/N entre 14 a 18 (AGUIAR et
al., 2014).

Crotalaria spectabilis apresenta um potencial de producdo de
matéria seca de 4 a 6 t ha™, produzindo até 120 Kg N/ha/ano (WUTKE, 1993).
Possui ampla adaptacdo ecoldgica, recomendada para adubacdo verde, sendo
sugerida como planta-armadilha em solos infestados por nematoides formadores de
galhas (Meloidogyne incognita e M. javanica), por ser ma hospedeira/ndo
multiplicadora dos mesmos (WUTKE, 1993; FAHL et al.,, 1998) e também de
Pratylenchus spp. (MONTEIRO, 1993).

Crotalaria ochroleuca foi introduzida na regidao dos Cerrados devido
a possibilidade de se desenvolver em solos quimicamente “pobres” e com baixos
teores de matéria organica (AGUIAR, 2014). Tem a capacidade de fixagdo de até
200 Kg N/ha/ano (WUTKE, 1993), potencial produtivo de 7 a 10 t ha™ de matéria
seca, podendo atingir valores de até 17 t ha™ (AMABILE et al., 2000).

Os mecanismos pelos quais as plantas antagonistas controlam
nematoides sdo complexos e raramente atuam de forma individualizada, podendo
variar de acordo com a espécie de planta e de nematoide envolvida. O principal
mecanismo na supressdo dos nematoides pelas crotalarias € a capacidade das
mesmas em atuar como planta armadilha, permitindo a penetracdo dos juvenis em
suas raizes, mas, impedindo o seu desenvolvimento até a fase adulta (SILVA et al.,
1989). Podem agir, também, como ndo hospedeiras ou hospedeiras desfavoraveis,
aumentando a populacdo de microrganismos antagonistas e até mesmo produzindo

compostos nematotoxicos, como a monocrotalina (WANG et al., 2002).
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A monocrotalina € um alcaloide produzido pelos exsudados de
raizes de Crotalaria spp., com elevada toxicidade a vertebrados e sé&o
potencialmente toxicos a nematoides (RICH; RAHI, 1995). Fassuliotis e Skucas
(1969) constataram a capacidade de C. spectabilis em suprimir as populacbes de
nematoides através da monocrotalina produzida pelos exsudados radiculares, além
de verificarem que apdés a exposicdo dos juvenis de nematoides de galhas a
monocrotalina, seus corpos comegcam a tremer. Também, Calegari et al. (1993)
observaram que C. spectabilis e C. ochroleuca s&o bastante eficazes no
impedimento da multiplicacdo de populacdes de nematoides quando expostas a
monocrotalina, anulando o desenvolvimento nematoldgico.

Silveira e Rava (2004) demonstraram evidéncias a respeito da
producdo de compostos quimicos com acdo nematicida pelas crotalarias. Os
mesmos autores concluiram que a aplicacdo de 13 mg/ha™ de massa seca
proveniente exclusivamente da parte aérea de C. spectabilis reduziu a populacdo de
Pratylenchus spp. no feijoeiro de 544 espécimes para 1,23 espécimes por grama de
raiz. Além disso, € possivel que o efeito alelopéatico da crotalaria seja devido a
guantidade de nitrogénio que ha nos residuos da planta, quando esta é incorporada
ao solo (WANG et al., 2002).

Além disso, j& se verificou que a mobilidade de juvenis é afetada por
exsudatos radiculares de espécies de Crotalaria (VILLAR; ZAVALETA-MEJIA, 1990).
Estes autores avaliaram a acdo de exsudatos radiculares de C. longirostrata Hook y
Arnott sobre juvenis de Meloidogyne spp., € comprovaram que apos 12 horas de
contato foi possivel constatar a inativacdo de 100% dos juvenis. Entretanto, apos 72
horas de exposicdo, quando expostas a agua estéril, 86% dos juvenis recuperaram o
movimento, evidenciando um efeito nematostatico dos exsudatos da crotalaria
testada.

Estudos histopatolégicos validaram que ha formacdo de células-
gigantes em raizes de C. spectabilis e C. juncea parasitadas por M. javanica. Nas
crotalarias, as células-gigantes apresentam citoplasma mais denso, granuloso, com
poucos nucleos e, em muitos casos, sem grandes vacuolos. Essas células-gigantes
podem ser menos eficientes em nutrir 0 nematoide que as formadas em plantas
susceptiveis (SILVA et al., 1989). Tais resultados demonstram que as espécies de

Crotalaria atuam como plantas-armadilha.
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Inomoto et al. (2007) j4 constataram que C. spectabilis e C.
breviflora sdo culturas ndo hospedeiras que podem ser utilizadas na rotacdo ou
sucessdo em areas infestadas por P. brachyurus. Debiasi et al. (2013), também,
mostraram que C. spectabilis, C. ochroleuca e C. juncea quando utilizadas em
sistema de rotacdo/sucessdo em soja apresentaram raizes com baixas populacdes
de P. brachyurus.

Valle (1996) verificou em seus trabalhos que C. spectabilis se
comportou como ndo hospedeira de H. glycines ragca 3, pois apesar de permitir a
penetracdo de juvenis, ndo foi verificada a presenca de fémeas no sistema radicular.
Riggs (1987), também, considerou C. spectabilis como ndo hospedeira do mesmo

nematoide.
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3 ARTIGO A: INFECTIVIDADE DO NEMATOIDE DE CISTO DA SOJA EM
PLANTAS DE Crotalaria spp. OBTIDAS DE DIFERENTES FORMAS

RESUMO

Em estudos para avaliacao da resisténcia de Crotalaria spp. a Heterodera glycines
sdo observados resultados discrepantes, talvez devido as diferencas de
desenvolvimento para cada espécie de crotalaria, o que pode interferir diretamente
no ciclo de vida do nematoide. Em funcdo desta variacao de resultados, objetivou-se
avaliar a infectividade e o desenvolvimento de juvenis de H. glycines raca 3,
considerando trés formas de obtencdo das plantulas, nas espécies Crotalaria
breviflora, C. juncea, C. ochroleuca e C. spectabilis. O estudo foi realizado em casa
de vegetacdo, em delineamento inteiramente casualizado, em vasos de polietileno
de 1 L de capacidade, contendo como substrato areia e solo (3:1). Foi utilizada uma
populacdo pura de H. glycines raca 3, padronizada para 4000 ovos por vaso. As
plantulas foram obtidas de trés formas, que constituiram os tratamentos: 1)
semeadura escalonada das espécies diretamente em vaso, semeando-se primeiro
C. breviflora e C. ochroleuca, e, apés 10 dias, C. juncea e C. spectabilis; 2)
semeadura simultdnea das espécies, diretamente em vaso, sem considerar a
emergéncia e o desenvolvimento inicial de cada espécie; 3) semeadura escalonada
das espécies em sementeira prévia, seguido do transplantio (C. ochroleuca e C.
spectabilis com 20 dias e C. juncea e C. spectabilis com 10 dias). As avaliacdes de
penetracdo e desenvolvimento de juvenis de H. glycines foram feitas aos 10, 20 e 30
dias apds a inoculacdo (DAI). Concluiu-se que o desenvolvimento inicial das
espécies de crotalaria deve ser considerado no momento da inoculacdo de H.
glycines, principalmente, em experimentos conduzidos em casa de vegetacao, pois
estdo diretamente relacionados com os resultados obtidos. E que, a semeadura
realizada diretamente no vaso, porém realizada de forma escalonada de acordo com
o desenvolvimento inicial da espécie, foi o tratamento que resultou em maior
penetracdo de H. glycines raca 3 nas raizes de Crotalaria spp.

Palavras-chave: Epoca de inoculagdo. Heterodera glycines. Metodologia.
Padronizacéo.
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INFECTIVITY OF THE SOYBEAN CYST NEMATODE ON PLANTS OF Crotalaria
spp. OBTAINED BY DIFFERENT WAYS

ABSTRACT

In studies for the evaluation of the resistance of Crotalaria spp. to Heterodera
glycines are observed discrepant results, possibly due to the differences of
development for each species of Crotalaria, which can interfere directly in the life
cycle of the nematode. In function of this variation of results, the objective of this
work was to evaluate the influence of three ways of seedling production of Crotalaria
breviflora, C. juncea, C. spectabilis and C. ochroleuca on the efficiency of inoculation,
penetration and juvenile development of H. glycines race 3 in roots at 10, 20 and 30
days after inoculation (DAI). Based on the results, it was verified that the initial
development of Crotalaria species should be considered at the time of inoculation of
H. glycines, mainly in greenhouse experiments, because they are directly related to
the results obtained. The sowing done directly in the pot (in a staggered form
according to the initial development of the species), was the treatment that resulted
in greater penetration of H. glycines race 3 in the roots of Crotalaria spp. Penetration
and development of H. glycines evaluations were done at 10, 20 and 30 days after
inoculation (DAI). As conclusion, the initial development of the crotalaria species
must be considered for inoculation of H. glycines, in greenhouse experiments,
because they are directly related to the results obtained. In addition, the sowing
performed directly in the pot, but with a staggered manner according to the initial
development of the species, was the treatment that resulted in greater penetration of

H. glycines race 3 in the Crotalaria spp. roots.

Keywords: Time of inoculation. Heterodera glycines. Methodology. Standardization.
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INTRODUCAO

O Brasil ocupa a segunda posi¢cdo entre os maiores produtores de
soja do mundo. Com uma area de 33,177 milhdes de hectares cultivados na safra
2015/2016, totalizou uma producdo de 95,631 milhdes de toneladas e uma
produtividade média de 2.882 kg por hectare (CONAB, 2016). O aumento da
produtividade da soja esta associado a plena expansao tecnolédgica, ao manejo da
cultura e a eficiéncia dos produtores, mas ainda esta vulneravel a indmeros fatores
gue limitam a produtividade. No Brasil, varias doencas da soja ja foram identificadas,
entre elas estdo as causadas por fungos, bactérias, nematdides e virus (EMBRAPA,
2011). A importancia econdmica de cada doenca varia de ano para ano e de regiao
para regidao, dependendo das condi¢cdes ambientais de cada safra.

Em nivel mundial, mais de cem espécies de nematoides, envolvendo
cerca de 50 géneros, estdo associadas a cultura de soja. No Brasil, os principais
nematoides sdo os nematoides de galhas (Meloidogyne incognita (Kofoid & White,
1919) Chitwood, 1949 e M. javanica (Treub, 1885) Chitwood, 1949, o nematoide das
lesBes radiculares (Pratylenchus brachyurus (Godfrey, 1929) Filipjev & Schuurmans-
Stekhoven, 1941) e, ainda, o nematoide de cisto da soja (Heterodera glycines
Ichinohe, 1952). A importancia dessas espécies no pais se deve a aspectos
relevantes, como a presenca endémica em diversas regides produtoras, elevada
variabilidade genética e risco potencial de dano com o incremento da area cultivada
com espécies suscetiveis (FERRAZ, 2001).

Heterodera glycines é um dos fitonematoides mais importantes,
tanto pela extensdo das areas afetadas quanto pelas perdas de producéo
ocasionadas (ALMEIDA et al., 1997). E o causador da doenca “nanismo amarelo da
soja”, assim denominada em fungéo dos sintomas apresentados na parte aérea da
planta (DHINGRA et al., 2009). Por ser endoparasita sedentario, promove alteracdes
morfolégicas nas raizes parasitadas, as quais sofrem reducédo na translocacao de
agua e nutrientes, levando a formacao de sintomas reflexos na parte aérea como
nanismo, deficiéncia mineral, amarelecimento das folhas, queda precoce de vagens
e pobre enchimento de gréaos (SILVA, et al. 2006).

Os danos causados pelo nematoide de cisto da soja (NCS)
dependem, além da densidade populacional, da interacdo com outros fatores de

estresse como déficit hidrico, danos por herbicidas, presenca de outros patégenos
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radiculares (PAZ et al., 2004), textura e fertilidade do solo (AVENDANO et al., 2004;
ROCHA et al., 2006; 2007).

Dentre as medidas de manejo que tém estimulado diversas
pesquisas na area, encontram-se as plantas antagonistas que afetam negativamente
a populacdo de fitonematoides, a exemplo das plantas armadilhas, hospedeiras
desfavoraveis e aquelas que contém compostos nematicidas / nematostaticos em
seus tecidos, que podem ser liberados no meio externo ou apenas atuar no interior
das plantas (FERRAZ; VALLE, 1997).

O uso de plantas antagonistas, principalmente, em esquemas de
rotacdo ou sucessao de culturas, tem se mostrado uma alternativa atrativa, pois
dentre suas vantagens pode-se citar a fixagdo de nitrogénio da atmosfera e
producdo de expressivos volumes de matéria organica, que aumenta a atividade de
fungos antagonistas, impedindo o crescimento de plantas daninhas e melhorando as
caracteristicas gerais do solo. Sendo assim, muitas espécies vegetais vém sendo
utilizadas e estudadas como antagonistas, com destaque para as espécies de
crotaléria cultivadas com essa finalidade.

O género Crotalaria apresenta boa producéo de fitomassa, servindo
como adubo verde, com alta fixacdo de N, atmosférico e boa relagdo de C/N
(WUTKE, 1993). Além disso, apresentam acdo antagdnica sobre diversas espécies
de nematoides no solo (INOMOTO et al., 2008), principalmente, por serem nao
hospedeiras e/ou ndo permitirem a multiplicacdo dos nematoides (FERRAZ et al.,
2010).

Schwan et al. (2001), ao cultivarem soja cv. FT Cristalina em
sucessao as espécies C. ochroleuca, C. breviflora e C. anagyroides em substrato
infestado com H. glycines raca 3, em casa de vegetacdo, observaram reducéo
significativa no numero de fémeas por sistema radicular.

As crotalérias produzem a monocrotalina, um alcaldide pirolizidinico,
presente em grandes concentracfes na parte aérea, sementes e exudacdes
radiculares da planta, e que possui efeito nematicida (WANG et al., 2001). Segundo
Wang et al. (2002), o manejo de nematoides com crotalaria € geralmente feito em
sistemas de rotacdo de culturas ou em plantio de cobertura, com posterior
incorporacao do material vegetal ao solo.

Entretanto, nos estudos para avaliar a resisténcia das espécies de

crotalaria ao NCS tém sido observados resultados diversos, isso pode ser devido as
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variacfes existentes quanto as formas de obtencéo das plantulas, de acordo com o
desenvolvimento vegetativo de cada espécie de crotalaria, e 0 momento adequado
de inoculacao, os quais podem interferir diretamente na infeccao e no ciclo de vida
do nematoide.

Sendo assim, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar a eficiéncia
de inoculacdo das espécies Crotalaria breviflora, C. juncea, C. ochroleuca e C.
spectabilis, obtidas de diferentes formas, sobre a penetracdo de Heterodera glycines
raca 3, em casa de vegetacao.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em condi¢des de casa de vegetacdo. A
populacdo de Heterodera glycines raca 3, cedida pelo laboratério de Nematologia da
GDM Seeds, foi multiplicada em plantas de soja cv. Poténcia, durante 30 dias, em
vasos de ceramica contendo uma mistura de areia e solo na proporgao de 3:1 (v:v).
A escolha da raca foi definida devido a sua predominancia no Estado do Parana.

Para obtencdo do inoculo, as raizes foram cuidadosamente
removidas dos vasos e lavadas com um jato forte de 4gua, para separacado dos
cistos sobre um conjunto de peneiras acopladas (aberturas de 0,84 e 0,25 mm),
sendo coletada a suspenséo retida na ultima peneira. Posteriormente, a suspenséo
foi transferida para um novo conjunto de peneiras sobrepostas com aberturas de
0,15 e 0,025 mm: na primeira, procedeu-se a maceracdo usando a base de um
Becker de vidro, para rompimento dos cistos; e, ha segunda, a suspensao com ovos
e possiveis juvenis foi recolhida. A suspenséo foi quantificada em camara de Peters
sob microscoépio Optico, e calibrada para conter 1000 ovos / mL.

Para o experimento adotou-se o0 delineamento inteiramente
casualizado, sendo os tratamentos constituidos por trés formas de obtencdo de
plantulas, para as espécies Crotalaria breviflora, C. juncea, C. spectabilis e C.
ochroleuca, conforme esquema apresentado na Tabela 1, distribuidos em cinco
repeticdes para cada época de avaliacao.

No Tratamento 1, com semeadura direta e escalonada, as sementes
de crotalaria foram dispostas diretamente em vasos plasticos, contendo substrato

composto pela mistura de areia e solo na propor¢cao 3:1 (v/v). Foram utilizadas
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guatro sementes por vaso, respeitando-se a velocidade de emergéncia de cada
espécie. Primeiramente, foram semeadas as espécies C. breviflora e C. ochroleuca,
e, apos 10 dias, C. juncea e C. spectabilis. Dessa forma, assegurou-se que todas as
plantulas estariam no mesmo estadio de desenvolvimento tanto para a inoculagcéo
quanto para as avaliacdes. Aos 10 dias da emergéncia, foi realizado o desbaste
deixando-se uma plantula por vaso.

Para o Tratamento 2, a semeadura foi direta e simultanea para as
quatro espécies de crotalaria, em vasos plasticos contendo o substrato ja descrito,
sendo desconsiderada a velocidade de emergéncia das mesmas.

No Tratamento 3, em sementeira escalonada, as sementes das
espécies foram dispostas em sementeira contendo apenas areia. Primeiro semeou-
se C. breviflora e C. ochroleuca, e depois de 10 dias semeou-se C. juncea e C.
spectabilis. Apos 10 dias da semeadura destas duas espécies, todas as plantulas

foram transplantadas para vasos contendo o substrato ja descrito.
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Tabela 1. Descricdo dos tratamentos e forma de conducdo de acordo com as

diferentes formas de obtencado das plantulas de Crotalaria spp. Londrina, PR. 2016.

Conducéo do experimento

Tratamentos Periodo (dias)

0 10 20 30/40/50

Cb* SDE - Inoc.” Avaliacdes

1 - Semeadura Direta  Cj - SDE Inoc. Avaliagbes
Escalonada (SDE) Co SDE - Inoc. Avaliagbes
Cs - SDE Inoc. Avaliacbes

Cb - SDS Inoc. Avaliactes

2 - Semeadura Direta  Cj - SDS Inoc. Avaliactes
Simultanea (SDS) Co - SDS Inoc. Avaliactes
Cs - SDS Inoc. Avaliactes

Cb Sementeira - Inoc./Transp.®>  Avaliacdes

3 - Sementeira Cj - Sementeira Inoc./Transp.  Avaliagdes
Escalonada (SE) Co Sementeira - Inoc./Transp.  Avaliacdes
Cs - Sementeira Inoc./Transp.  Avaliagbes

Cb: Crotalaria breviflora, Cj: C. juncea, Co: C. ochroleuca, Cs: C. spectabilis. “Inoculacéo.
*Transplantio

As plantulas foram inoculadas, simultaneamente, aos 10 dias apos a
emergéncia (DAE), com uma suspensao contendo 4000 ovos de H. glycines raca 3
por vaso.

As avaliacbes da penetracdo dos juvenis de H. glycines nas raizes
de crotalaria foram realizadas aos 10, 20 e 30 dias ap6s a inoculagao (DAI). Para
tanto, as raizes de cinco plantas de cada espécie, em cada época de avaliacéo,
foram coletadas, lavadas e submetidas a técnica de coloracdo com fucsina &cida,
segundo Byrd et al. (1983). ApGs o preparo, as raizes foram colocadas entre duas
laminas de vidro, e observadas sob microscopio 6ptico para quantificagdo da
penetracdo dos juvenis.

Atendidas as exigéncias de normalidade e homogeneidade de
variancias, os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA). As médias
para cada variavel foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de significancia,

utilizando-se o software SISVAR.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Comparando-se os trés tratamentos (Tratamento 1: semeadura
direta e escalonada; Tratamento 2: semeadura direta e simultanea e; Tratamento 3:
sementeira escalonada), houve diferencas significativas quanto ao numero de
juvenis de H. glycines penetrantes nas raizes variaveis de acordo com a espécie de

crotaléria e as trés épocas de avaliagédo (Tabela 2).

Tabela 2. Penetracdo de juvenis de H. glycines raca 3 em plantulas das espécies de
crotalaria, obtidas de diferentes formas e avaliadas aos 10, 20 e 30 dias apés a
inoculacéo (DAI). Londrina, 2016.

Tratamentos 10 dias 20 dias 30 dias

Crotalaria breviflora
Semeadura Direta Escalonada

1 2
1 (spE) 37,40' a? 101,40 a 96,40 b
2 (Ssegse)adura Direta Simultanea 1740 b 6060 b 6020 b
3 (Sseg)wenteira Escalonada 3020 ab 3160 b 4680 b
CV (%) 29,55 30,82 29,82
Crotalaria juncea
1 (SSeS1Ee)adura Direta Escalonada 10660 a 336,60 a 217.00 a
2 (sz:[r)nse)adura Direta Simultanea 10900 a 20340 ab 18920 a
3 (Ssegentelra Escalonada 12360 a 11280 b 10300 a

CV (%) 39,37 37,56 53,19
Crotalaria ochroleuca
Semeadura Direta Escalonada

1 (spE) 1900 ¢ 7220 a 6840 a
2 (Ssegse)adura Direta Simultanea 6340 b 4700 ab 1260 b
3 (Ssegenteira Escalonada 9320 a 5760 b 5560 a
CV (%) 26,53 21,40 35,32

Crotalaria spectabilis
Semeadura Direta Escalonada

1 (spE) 48,00 a 177,20 a 138,00 a
2 (Sse:[r)n;adura Direta Simultanea 8.80 b 149.00 a 7980 b
3 Sementeira Escalonada 1400 b 7280 b 6240 b

(SE)
CV (%) 43,98 32,58 33,38
'!Numero de juvenis; “Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de

Tukey a 5% de significancia (n=5); CV(%): Coeficiente de variancia.
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Para Crotalaria breviflora, na avaliacdo aos 10 DAI, observou-se
maior penetracdo de juvenis no Tratamento 1 (Semeadura Direta Escalonada - SDE)
em comparacdo ao Tratamento 2 (Semeadura Direta Simultdnea - SDS), porém
estes foram semelhantes ao Tratamento 3 (Sementeira Escalonada - SE). Para esta
espécie, na avaliacdo realizada aos 20 DAI, foi possivel observar uma maior
penetracdo dos nematoides nas plantulas obtidas no Tratamento 1 (SDE). J4, aos
30 DAI ndo houve diferenca entre os tratamentos quanto a penetragcdo de H.
glycines.

Com relacdo a C. juncea, a Unica avaliacdo que resultou em
diferenca significativa entre os tratamentos foi aquela realizada aos 20 DAI, em que
a maior penetracdo, também, foi observada para o Tratamento 1 quando as
plantulas foram obtidas através da Semeadura Direta Escalonada (SDE).

Para C. ochroleuca, os resultados foram mais diversos. Aos 10 DA,
observou-se maior penetracdo de juvenis no Tratamento 3 (SE), porém este
resultado ndo se manteve na avaliacdo aos 20 DAI, sendo que a penetragdao no
Tratamento 1 (SDE) superou a média de juvenis penetrantes do Tratamento 3. E,
aos 30 DAI, ambos os tratamentos apresentaram resultados semelhantes com
maiores médias de penetracao.

Em relacdo a C. spectabilis, as maiores médias para a penetracdo
de juvenis, nas avaliagbes aos 10 e 30 DAI, também, foram obtidas para o
Tratamento 1 em que as plantulas foram obtidas por Semeadura Direta Escalonada
(SDE). E, na avaliagédo aos 20 DAI, o Tratamento 1 (SDE) apresentou resultado
semelhante ao Tratamento 2 (SDS) e superior ao Tratamento 3 (SE).

De acordo com os resultados aqui obtidos, pode-se verificar que,
para trabalhos conduzidos em casa de vegetacao, quando as plantulas de Crotalaria
spp. sdo obtidas a partir da semeadura simultanea sem considerar a velocidade de
emergéncia de cada espécie, para 0 momento da inoculacdo, os resultados podem
ser diferentes para a infeccdo de H. glycines raca 3. Além disso, quando se tem
menor volume de raizes (10 DAI), a competicdo dos espécimes de nematoide por
alimento se torna maior, uma vez que ha menos area radicular disponivel para a
infeccéo.

Portanto, a emergéncia e o desenvolvimento inicial das espécies de
crotalaria devem ser considerados no momento da inoculacdo de H. glycines,

principalmente, em experimentos conduzidos em casa de vegetacdo, pois estao
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diretamente relacionados com os resultados obtidos. Além disso, no presente
estudo, de forma geral, a semeadura realizada diretamente no vaso, porém
realizada de forma escalonada de acordo com a espécie, foi o tratamento que

resultou em maior penetracdo de H. glycines raca 3.

CONCLUSAO

A semeadura das crotalarias diretamente no vaso, considerando-se a
velocidade de emergéncia de cada espécie, resultou em maior penetracdo de

juvenis de H. glycines raga 3.
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4 ARTIGO B: HOSPEDABILIDADE DE ESPECIES DE CROTALARIA A
HETERODERA GLYCINES RACA 3

RESUMO

O manejo de nematoides através do cultivo de plantas antagonistas tem sido
frequentemente recomendado. Dentre as espécies recomendadas, encontram-se as
crotalarias, que afetam negativamente a populacdo de nematoides, ndo permitindo
sua multiplicacéo, principalmente em esquemas de rotacdo de culturas. Em funcao
disso, objetivou-se avaliar a hospedabilidade das espécies Crotalaria breviflora, C.
juncea, C. spectabilis e C. ochroleuca a Heterodera glycines raca 3, em condi¢des
de casa de vegetagcdo, padronizando-se a obtencdo das plantulas através da
semeadura direta e escalonada de acordo com o desenvolvimento inicial das
espécies. Também foi utilizada a soja cv. Lee como padrdo de suscetibilidade. Aos
10, 20 e 30 DAI, foram avaliadas a massa fresca de raiz e o desenvolvimento dos
juvenis. E, aos 30 DAI calculou-se, ainda, o indice de fémeas e a producdo de ovos
por fémea nas espécies de crotalaria e na soja. Os resultados apontaram que todas
as espécies avaliadas permitem a penetracdo de juvenis de Heterodera glycines
raca 3. Também confirmaram que C ochroleuca é hospedeira a H. glycines raca 3,
permitindo o desenvolvimento de juvenis até a formacgéo de fémeas e a producédo de
ovos. E que C. breviflora, C. juncea e C. spectabilis apesar de terem permitido a
penetracdo de H. glycines, ndo possibilitam o desenvolvimento completo do ciclo de

vida do nematoide.

Palavras-chave: Manejo, nematoide de cisto da soja, plantas antagonistas,

reproducao.
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HOSPEDABILITY OF THE SPECIES OF CROTALARIA TO H. GLYCINES RACE 3
ABSTRACT

Plant-parasitic nematodes management by antagonists crops has often been
recommended. Among the recommended species there are the crotalarias, that
affect decreasing the nematode population, not allowing their reproduction,
particularly in crop rotation. In addition, the aim was to evaluate the host ability of
Crotalaria breviflora, C. juncea, C. spectabilis and C. ochroleuca to Heterodera
glycines race 3, in greenhouse conditions, being standardized the seedlings
production by direct sowing and staggered according to the initial development of the
species. Soybean cv. Lee was used as the standard of susceptibility. At 10, 20 and
30 DAI, fresh root mass and juvenile development were evaluated. And, at 30 DAI,
the female index and the egg production per female were also calculated in
Crotalaria spp. and in soybean. The results indicate that all tested Crotalaria species
allow the penetration of H. glycines race 3 juveniles. Results also confirmed that C.
ochroleuca is a host of the nematode, allowing the development of juveniles until the
formation of females and eggs production. Although juveniles of H. glycines
penetrated C. breviflora, C. juncea and C. spectabilis, the species do not allowed a

complete nematode life cycle development.

Keywords: Management, soybean cyst nematode, plants antagonistic, reproduction.
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INTRODUCAO

Heterodera glycines Ichinohe 1952 tem sido considerado um dos
principais problemas fitossanitarios na cultura da soja em todos o0s paises
produtores. Conhecido como nematoide de cisto da soja (NCS), pode ser
encontrado em todo o mundo, provocando grandes perdas econdémicas (DIAS et al.,
2007). Se destaca, também, em funcdo da extensdo das areas infestadas, que, no
Brasil, estdo estimadas em mais de dois milhdes de hectares, ocasionando perdas
de producédo anual avaliadas em cerca de 70 milhdes de dolares (SILVA; GARCIA,
2004).

Um dos métodos de manejo mais recomendados para nematoides é
a utilizacdo de plantas antagonistas, principalmente, em esquemas de sucessao ou
rotacdo de culturas (FERRAZ et al., 1999). Essas plantas afetam a populacdo de
nematoides de forma negativa, englobando plantas armadilhas, hospedeiras
desfavoraveis e aquelas que contém compostos nematicidas e/ou nematostéaticos
em seus tecidos, que podem ser liberados no meio externo ou apenas atuar no
interior das plantas (FERRAZ; VALLE, 1997).

Além disso, algumas plantas antagonistas apresentam determinadas
vantagens, como serem fixadoras de nitrogénio, fornecendo matéria organica ao
solo; ndo prejudicarem inimigos naturais dos nematoides; possibilitarem controle de
outros patdgenos do solo; produzirem compostos nematdxicos na parte aérea e
produzirem compostos nematicidas nas raizes (FERRAZ et al., 2010).

Crotalaria spp. tém apresentado bons resultados sobre a reducéo da
populacdo de nematoides no solo (INOMOTO et al., 2008), sobretudo por serem nao
hospedeiras e ndo permitirem a multiplicacdo dos nematoides (FERRAZ et al.,
2010).

A supressao dos nematoides pelas crotalarias se deve a capacidade
em atuarem como planta armadilha, pois permite a penetracdo dos juvenis em suas
raizes, em contrapartida impede o desenvolvimento do nematoide até a fase adulta
(SILVA et al.,, 1989). Além disso, algumas espécies produzem a monocrotalina
(WANG et al., 2002), que € um alcaloide produzido pelos exsudados radiculares com
alta toxicidade e efeito deletério a nematoides (RICH; RAHI, 1995). Calegari et al.

(1993) observaram que Crotalaria spp. € bastante eficaz no impedimento da
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multiplicacdo de populacdes de nematoides, pois tém seu desenvolvimento anulado
guando expostas a monocrotalina.

Portanto, o objetivo do trabalho foi avaliar o desenvolvimento e a
reproducao de Heterodera glycines raca 3, em condi¢des de casa de vegetacao, nas

espécies de Crotalaria breviflora, C. ochroleuca, C. juncea e C. spectabilis.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em condi¢cdes de casa de vegetacao,
sendo utilizada uma populacdo de Heterodera glycines raca 3, obtida junto ao
laboratorio de Nematologia da GDM Seeds. A escolha da raca foi determinada pela
sua predominancia no Estado do Parana.

O in6culo de H. glycines foi obtido de plantas de soja cv. Poténcia,
cultivadas por um periodo de 30 dias, mantidas em vasos de ceramica contendo
como substrato areia e solo na proporcéao de 3:1 (v/v).

Para obtencdo do in6culo, as raizes foram cuidadosamente
removidas dos vasos e lavadas com um jato forte de agua, para separacdo dos
cistos sobre um conjunto de peneiras acopladas (aberturas de 0,84 e 0,25 mm),
sendo coletada a suspenséo retida na ultima peneira. Posteriormente, a suspensao
foi transferida para um novo conjunto de peneiras sobrepostas com aberturas de
0,15 e 0,025 mm: na primeira, procedeu-se a maceracdo com o auxilio de um
Becker de vidro, para rompimento dos cistos; e, na segunda, a suspensao com ovos
e possiveis juvenis foi recolhida. A suspenséo foi quantificada em camara de Peters
sob microscopio éptico, e calibrada para conter 1000 ovos / mL.

Para o experimento foi adotado um delineamento inteiramente
casualizado, com gquatro espécies de crotalaria (Crotalaria breviflora, C. juncea, C.
ochroleuca e C. spectabilis) e a soja cv. Lee (padrao de susceptibilidade). Utilizou-se
25 repeticdes de cada espécie de crotalaria e dez repeticdes de soja.

As espeécies de crotalaria foram semeadas diretamente em vasos
plasticos, contendo substrato composto de uma mistura de areia e solo na propor¢ao
3:1 (v/v). Primeiramente, foram semeadas quatro sementes por vaso de C. breviflora
e C. ochroleuca, e apés 10 dias, quatro sementes de C. juncea e C. spectabilis, uma

vez que as espécies apresentam periodos de emergéncia e desenvolvimento



45

diferentes. Dessa forma, assegurou-se que todas as plantulas estariam no mesmo
estadio de desenvolvimento tanto para a inoculacdo quanto para as avaliacbes. O
desbaste foi realizado aos 10 (C. juncea e C. spectabilis) e 20 dias (C. breviflora e C.
ochroleuca), padronizando-se uma plantula por vaso. A semeadura da soja cv. Lee
foi realizada juntamente com a semeadura de C. breviflora e C. ochroleuca.

A inoculacdo de todas as plantulas foi realizada, simultaneamente,
para todas as espécies, utilizando-se uma suspensao de in6culo padronizada para
4000 ovos e eventuais juvenis de H. glycines raca 3 em cada vaso.

Aos 10, 20 e 30 dias apos a inoculacdo (DAI), procedeu-se as
avaliacbes da penetracdo dos juvenis de segundo estadio (J2) nas espécies de
crotalarias. Para tanto, raizes de cinco plantas de cada espécie foram separadas e
submetidas a técnica de coloragcdo com fucsina &cida (BYRD et al.,, 1983).
Posteriormente, foram colocadas entre duas laminas, observadas em microscopio
Optico, para quantificacdo dos J2 penetrantes.

Aos 30 DAI realizou-se a retirada de 10 plantas de cada espécie de
crotalaria e de soja para avaliacdo do niumero de fémeas, niumero de ovos por fémea
e fator de reproducéo (FR). Em laboratorio, as raizes foram lavadas sob jato forte de
agua, em Becker de 2 L de capacidade. A suspensao retida no Becker foi transferida
para um conjunto de peneiras acopladas de aberturas 0,84 e 0,25mm. Na
suspensao retida na ultima peneira, quantificou-se o niumero de fémeas em placas
de Petri, sob microscopio estereoscépico. Apds contagem das fémeas, a suspensao
foi novamente vertida sobre peneiras acopladas de abertura de 0,25 e 0,025 mm
para a maceracdo das mesmas. ApOs a maceracdo, recolheu-se o conteudo da
ultima peneira para contagem do namero de ovos sob microscoépio otico, utilizando-
se camara de Peters.

Atendidas as exigéncias de normalidade e homogeneidade de
variancias, os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de significancia, utilizando-se o
software SISVAR.

RESULTADOS

Na Tabela 3 estdo os resultados para desenvolvimento de raizes
nas diferentes espécies de Crotalaria, a penetracédo de juvenis (J2) e populacdo de
H. glycines (juvenis) nas raizes aos 10, 20 e 30 DAI.



46

Apenas C. ochroleuca apresentou alteracdo na massa fresca de
raizes ao longo do periodo experimental, com maior massa de raizes aos 30 DAI.
Isto pode se dever ao fato de que esta espécie possui desenvolvimento inicial mais

lento.

Tabela 3. Massa fresca de raizes de Crotalaria spp., penetracdo de juvenis e
populacdo de H. glycines raca 3 nas raizes, aos 10, 20 e 30 dias ap0s a inoculacéo
(DAI) do nematoide. Londrina, PR. 2016.

Avaliacdo Massaderaiz Juvenis penetrantes Juvenis/g de raiz

(DA 9) (n°) (n°)
Crotalaria breviflora
10 1,58t a2 37,401 p2 26,581 ph2
20 1,14 a 101,40 a 100,80 a
30 1,58 a 96,40 a 62,71 ab
CV (%) 36,37 29,92 45,22
Crotalaria juncea
10 1,44 a 106,60 c 79,92 a
20 3,30 a 336,60 a 104,94 a
30 2,78 a 217,00 b 91,57 a
CV (%) 44,95 28,54 28,49
Crotalaria ochroleuca
10 0,47 b 19,00 b 4434 b
20 0,97 b 75,20 a 82,19 a
30 1,52 a 68,40 a 4519 b
CV (%) 31,46 30,53 38,13
Crotalaria spectabilis
10 0,60 a 48,00 b 88,67 c
20 0,69 a 177,20 a 252,56 a
30 0,75 a 138,00 a 183,42 b
CV (%) 30,18 30,19 20,98

! Média de cinco repeticdes; “Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.

Os dados demonstram que as espécies avaliadas permitem a
penetracdo de juvenis de H. glycines raca 3, independente do periodo de avaliagao
(Tabela 3). Porém, um menor numero de juvenis penetrantes foi observado na
avaliacdo realizada aos 10 DAI para as espécies de Crotalaria avaliadas. Para C.
breviflora, C. ochroleuca e C. spectabilis ndo houve diferenca quanto a penetracéao
de juvenis nas avaliacdes de 20 e 30 DAI. Mas, em C. juncea verificou-se a maior

penetracdo quando a avaliacao foi efetuada aos 20 DAL.
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Quanto ao namero de juvenis por grama de raiz, houve variacao
com resultados diferentes entre as espécies de Crotalaria (Tabela 3). Em C.
breviflora, as maiores médias foram obtidas aos 20 e 30 DAI, porém esta foi
semelhante a da avaliagdo aos 10 DAI. Para C. juncea, ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre as avaliagcdes para desenvolvimento de juvenis, apesar
de numericamente o niumero de juvenis / g de raiz ter sido maior a partir de 20 DAI.
Ja com C. ochroleuca e C. spectabilis, as médias para numero de juvenis / g de raiz
foram estatisticamente superiores aos 20 DAI, mostrando um decréscimo a partir
desse periodo.

Quanto a reproducdo de H. glycines raca 3 nas espécies de
crotalaria, em relacéo a cultivar de soja ‘Lee’ (padrdo de susceptibilidade), observou-
se formacdo de fémeas com producdo de ovos apenas em C. ochroleuca,
apresentando um indice de fémeas 31,2 %, confirmando a suscetibilidade desta

espécie a H. glycines raca 3.

Tabela 4. Reproducédo de H. glycines raca 3 em Crotalaria spp. e soja cv. Lee
(n=10). Londrina, PR. 2016.

Espécie Numero de Namero de o itamea IF(%)*
Fémeas (0)Y{e}S

Soja cv. Lee 160,4 20056,0 125,21 100,0

C. breviflora 0,0 0,0 0,0 0,0

C. juncea 0,0 0,0 0,0 0,0

C. ochroleuca 50,0 3382,2 46,5 31,2

C. spectabilis 0,0 0,0 0,0 0,0

JF= (N° fémeas na cultivar testada / N° fémeas na soja suscetivel) x 100

DISCUSSAO

Schwan (2003) também observou que houve penetracdo de H.
glycines em varias espécies de crotalaria, incluindo as quatro avaliadas neste
experimento. Entretanto, nem todas permitiram o completo desenvolvimento dos
nematoides, que se mantiveram em estadios até J3/J4.

Assim, considerando-se o indice de fémeas e a contagem de ovos
nas raizes, nota-se que as espécies C. breviflora, C. juncea e C. spectabilis podem

ser consideradas plantas ma hospedeiras a Heterodera glycines raca 3. Essas
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espécies sao consideradas plantas ndo hospedeiras desse nematoide, visto que
permitem a penetracdo de juvenis, mas nao a formacéo de fémeas em suas raizes.

Os resultados encontrados neste trabalho vém ao encontro dos
obtidos por Riggs (1987), que também considerou C. spectabilis ndo hospedeira de
H. glycines. Além disso, Riggs (1992) também constatou que C. juncea &
considerada hospedeira nao eficiente deste nematoide.

Também corrobora com Valle (1996), que verificou o mesmo
comportamento em seus trabalhos em C. spectabilis, pois apesar de permitir a
penetracdo de juvenis, ndo foi observada a presenca de fémeas no sistema
radicular. Por outro lado, estes autores verificaram reproducéo do nematoide em C.
juncea.

Em C. breviflora, C. juncea e C. spectabilis, a auséncia de fémeas e
ovos pode ser uma consequéncia da inibicdo da formacdo do sincito, ou necrose
das células na regido onde houve a formacéo do sincicio, seguido de pequena ou
nenhuma regeneragéo dos tecidos. Fato evidenciado por Endo (1965), em trabalho
analisando a resisténcia de plantas a Heterodera glycines.

Em conformidade com Riggs (1992), C. ochroleuca é hospedeira do
nematoide. Avaliando-se o numero de fémeas encontrado no sistema radicular de C.
ochroleuca aos 30 DAI, constata-se que este tempo foi suficiente para que o

nematoide completasse, ao menos, um ciclo de vida.
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CONCLUSAO

Todas as espécies avaliadas permitem a penetracao de juvenis de
Heterodera glycines raca 3.

Crotalaria ochroleuca é hospedeira a H. glycines raca 3, permitindo o
desenvolvimento de juvenis até a formacao de fémeas e a produgéo de ovos.

Crotalaria breviflora, C. juncea e C. spectabilis sdo consideradas
plantas armadilhas a H. glycines raca 3, pois apesar de terem permitido a
penetracdo de H. glycines, ndo permitem o desenvolvimento completo do ciclo de

vida do nematoide.
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