UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIASRURAIS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA DO SOLO

CONTROLE BIOLOGICO (Glomus etunicatum),
QUIMICO (FIPRONIL) E ESTUDO MOLECULAR
(PCR-1TS) DO NEM ATOIDE DO CISTO DA SOJA

(Heterodera glycines | chinohe)

DISSERTACAO DE MESTRADO

Tatiana Benedetti

Santa Maria, RS, Brasil
2005



CONTROLE BIOLOGICO (Glomus etunicatum), QUIMICO
(FIPRONIL) E ESTUDO MOLECULAR (PCR-ITS) DO
NEMATOIDE DO CISTO DA SOJA (Heterodera glycines

| chinohe)

por

Tatiana Benedetti

Dissertacio apresentada ao Curso de Pos-Graduago em Ciéncia do Solo, Area
de Concentrac&o Biodindmica e Manejo do Solo, da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM, RS), como requisito parcial para obtencdo do grau de
Mestre em Ciéncia do Solo

Orientadora: Prof. Zaida I nés Antoniolli

SantaMaria, RS, Brasil

2005



Universidade Federal de Santa M aria
Centrode Ciéncias Rurais
Programa de Pés-graduacéo em Ciéncia do Solo

A Comissao Examinadora, abaixo assinada, aprova a Dissertacéo de Mestrado

CONTROLE BIOLOGICO (Glomus etunicatum), QUIMI1CO (FIPRONIL)
E ESTUDO MOLECULAR (PCR-ITS) DO NEMATOIDE DO CISTO DA
SOJA (Heterodera glycines | chinohe)

elaborada por
Tatiana Benedetti

Como requisito parcial para obtencdo do grau de
Mestre em Ciéncia do Solo

COMISSAO EXAMINADORA

Zaida Inés Antoniolli
(Presidente/Orientadora)

Paulo Fernando Bertagnolli
(Co-Orientador/Embrapa -Trigo)

M arlove Fatima Brido M uniz
(UFSM)



A ti, meu pai, que me ensinou a sonhar e, acima de tudo, a lutar por
estes sonhos! A ti que me ensinou a ter forca pra enfrentar todas as
situacbes e fé tamanha pra acreditar que tudo, por mais dificil que pareca,

tem jeito, ou de se resolver ou de aprender a conviver...

EU DEDICO



AGRADECIMENTOS

A minha m3 e a minha irm4, que apesar das dificuldades que enfrentamos ndo
permitiram em nenhum momento que eu pensasse em desistir;

A meu pa (in memorian) e a meu irmé Everton (in memorian) que, sga 4 onde
estiverem, me deram forga e coragem e estdo, tenho certeza, comemorando comigo;

A meus av0s, tios e tias; que sabem a importancia que tiveram para que eu ficasse aqui
e concluisse esse trabalho;

Agradeco a professora Zaida Inés Antoniolli pela orientacdo, mas acima de tudo pela
amizade e companheirismo, por ter estado junto de mim ndo s6 no que dizia respeito ao
trabalho de dissertacdo, mas em horas que, ela bem sabe, foram as mais dificeis de minha
vida. Tudo o que eu lhe disser, professora, sera ainda muito pouco para demonstrar a
importancia que tens paramim,

Aos amigos que, gragas a Deus, sGo muitos para citar todos 0s nomes, mas todos
sabem que é para vocés, que me deram forca e suportaram meus dias de “cara amarrada’, ou
pelatristeza, ou pelo cansago...;

Ao Departamento de Solos pelo apoio e incentivo;

Ao Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncia do Solo, bem como atodos os professores
do curso, pela formacéo;

A Débora Trichez e a Manueli Lupatini, que fizeram com que este trabalho se
realizasse,

A Ricardo Bemfica Steffen e sua familia, os quais me apoiaram incondicionalmente
em horas téo dificeis e sempre estiveram prontos para me gjudar em quaisguer circunstancias;

Aos colegas do curso, que compartilharam comigo esta fase tdo importante de minha
vida;

A equipe do Prof. Janio, principalmente & Adriana e & Andréia pela gjuda;

Ao Dr. Paulo Fernando Bertagnolli e a Prof. Marlove F&ima Brido Muniz,
componentes da banca examinadora;

Aos funcionarios Tarcisio, Flavio e Gladis pelo auxilio;

Ao CNPq pela bolsa de estudos;

Aos Engenheiros Agrénomos e/ou técnicos agricolas dos municipios de Espumoso,
Eugénio de Castro, Joia, Tupanciretd e Sdo Miguel das Missbes, que foram indispensaveis
para arealizacdo deste trabalho.



Vi

SUMARIO
1S =0 (SN = o< SRS 07
LISTAAE FIQUIBS.....coeeieiee ettt ettt b e et ne bt ne b n e 08
RESUIMO. ...ttt e e e e e e e e e e st b e e e sseeae e sae e e e sbe e e e ene e e e ane e s e sneenee e 09
N 01 = o PR 10
INEFOAUGED GEIEL...... .ottt 11
CAPITULO
I 1 1100 00> "o J TSSOSO TSP 18
L2 Material E MELOUOS.......cccueeeiieciie ettt et e e et e et essta e s seeese e s e neesenenensenens 19
1.3 RESUILAOS € DISCUSSAD. .....uveeeuieieeiiieeateeeetteeesteeeasseeeesseeeesseeeeasseeesnseeesnseeeenseeesnensensenessens 21
I ] o 1 TSRO 26
1.5 Refer@ncias BiblIOgrafiCas..........cooui e 27
CAPITULOII
2.1 INEFOTUGED. ...ttt sttt et ettt se bt e et e bt n et en e 29
2.2 MaAENTal EMELOUOS. ... oot et e et e et e ssaeesaeeeseeesseeseeeaesenensess 32
2.2.1 Avdliacdo da soja micorrizada com Glomus etunicatum e inoculadas com nemat6ide 33
(0 [0 X ol (o X0 = 1= o I PO STOP USROS
a) Preparo @an@liSe O SOI0. ..o 33
) OBLENGED S PIANTUIBS.......cceeeeieieiee e 33
¢) Preparo do indculo do nematGide do CIStO daSOjaL......ccvvveveerieeiiecie e 33
) TIALAIMENTOS. ...ttt ettt ettt et e st e b e e ss e e be e e b e e s b e s b e e enenas 34
€) INStAlaCE0 O EXPEITMENTO. .....eoeeeieiieiee ettt et b e sn e e eeenneeas 34
f) Inoculagéo das plantulas com 0 nematdide do CiSto daSOja........eeverveerieerieeiierie e 34
0) AVAIAGOES. ...ttt ettt et ettt et e bt et e et bt et b ettt n bt en et 34
) I g7 IS oY s 4 Ao TSRS 36
2.2.2 Ac¢do do Fipronil na eclosdo de juvenis do nematGide do Cisto dasoja.........ccceverveennenn 36
2.3 RESUItA00S € DISCUSSAD. .....ceeeeeeeiieeeiiiieestieeesitee e st e e snteeessteaesnteeesnseeeanseeeanseeesseeenesseneenensas 37
2.3.1 Avaliagdo da soja micorrizada na presenga de Glomus etunicatum e inoculada com
(gl gz o] Te [=o (o oiEs (oo b= s o - IR URPRTR
2.3.2 Acdo do Fipronil na eclosdo de juvenis do nematdide do cisto dasoja...........ccceeenee.
24 CONCIUSDES........oeeieieeeeie ettt et e e et e e e st e e e nseeeeasseeeaseeeeenseeeanseeeseeneesenennensas 43
2.5 Refer@nCias BibliOGIrafiCas........ccueiieriiiiiiie e 44
CAPITULO I
TN I g 1 0o [F o= o SO OO O TSSO 50
B2 MaAETal EMELOUOS. ... .coeeeeeiieiie ettt e et e et e e te e reeeseeesaeeseeeaeseneeaenas 51
3.2.1 Obtencdo e manutencdo da populacdo do nematdide do cisto dasojaraga3................ 51
S 2.2EXIraC80 QO DINA . ...ttt 51
3.2.3 Tratamento dasamOostras COMRNASE.........oiiiiiiiiiie e 52
3.2.4 Andlise do produto em gel 08 80AI0OSE........cc.eeieeriierieeie e 52
3.25REACEA0D UEPCR..... . 52
3.2.6 Caracterizacdo genética do nematGide do cisto dasojaraga3........ccceveeeereenieenieennnnn 52
3.3 RESUITANOS E DISCUSSAD. ...ttt ettt ettt ettt et e n e e b e e enebenennenas 53
3.4 ReferenCias BibliOGIrafiCas........ccuerieriiiiiiieetee e e 55

CONSIDERACOES FINAIS.......ooeeeeeeeeeeeeeeeeee et eee e sae e enaeas s s ssess s ssess s 56



LISTA DE TABELAS

CAPITULOI

TABELA 1- Populagdo de cisto de Heterodera glycines coletados no periodo

vegetativo de desenvolvimento da soja e niveis de pH, matéria organica (MO) e argila

no solo em cinco municipios do Rio Grande do Sul, Santa Maria, 2004......................... 23
TABELA 2 - Caracteristicas quimicas do solo coletado nos cinco municipios estudados

no estado do Rio Grande do Sul, SantaMaria, 2004............cccooveiiieicieeneenne. 25
CAPITULOII

TABELA 1- Caracteristicas quimicas do solo utilizado para montagem do
experimento, SantaMaria, RS, 2004...........ccoueiieiieesie e se st e e 33
TABELA 2 - Vaores médios de atura de plantas, nimero de nds, matéria seca (MS),
nimero de nodulos, peso seco de raiz, comprimento de raiz, nimero de fémeas e de
cistos em cultivar de soja BR 154 inoculadas com Glomus etunicatum (GE) e
nematdide do cisto dasoja, SantaMaria, RS, 2004..........c.ccooveiieiiieeiie e

TABELA 3 - Percentual de eclosdo de juvenis do nematdide do cisto da soja eclodidos
na presencado Fipronil, SantaMaria, 2004...........cccooieiiieiieiie e 43

vii



LISTA DE FIGURAS

INTRODUCAO

FIGURA 1 - Esquema do trabalho redizado para estudo do nematéide do cisto da soja
(NCS), fungos micorrizicos arbusculares - FMA (Glomus etunicatum) e caracterizacdo
0000l R
CAPITULOI

FIGURA 1- Lavouras de soja com sintomas do nematéide do cisto nos municipios de
Tupanciretd (A), Espumoso (B), Eugénio de Castro (C), Joia (D) e Sdo Miguel das
MissOes (E), SantaMaria, RS, 2004.........coooeee e eseee e stee e seee e saee e eeeeeeneeeenes
FIGURA 2 - Localiza¢&o dos municipios no estado do Rio Grande do Sul onde se

realizou o levantamento: 1- Espumoso, 2 -Eugénio de Castro, 3 - Sdo Miguel das

MissBes, 4 — Joia, 5 — Tupanciretd, SantaMaria, RS, 2004.........c.ccoveieenieeiie e
CAPITULOII

FIGURA 1 - Sintomatologia do ataque do nemat6ide do cisto da soja (NCS) em plantas
inoculadas com Glomus etunicatum, em casa de vegetagdo, Santa Maria, RS,

CAPITULO I
FIGURA 1 - Cisto do nematéide do cisto da soja, Santa Maria, RS,

FIGURA 2 — DNA genbmico de nematéide do cisto da soja raca 3 (R3). Marcador
molecular 1 Kb plus DNA Ladder, Gibco (M), Santa Maria, RS,

FIGURA 3 — Produto de PCR-ITS do nematdide do cisto da soja raga 3 (R3). Marcador
molecular 1 Kb plus DNA Ladder, Gibco (M), Santa Maria, RS,

viii

14

20

21

40

53

53



RESUMO
Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia do Solo
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

CONTROLE BIOLOGICO (Glomus etunicatum), QUIMI1CO (FIPRONIL)
E ESTUDO MOLECULAR (PCR-ITS) DO NEMATOIDE DO CISTO DA
SOJA
Autora: Tatiana Benedetti
Orientadora: Zaida Inés Antoniolli
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 25 de Fevereiro de 2005

O trabalho foi conduzido em casa de vegetacdo e no laboratério de Microbiologia e
Biologia do Solo e do Ambiente Prof. Marcos Rubens Fries, do Departamento de Solos da
Universidade Federal de Santa Maria, em trés etapas. A primeira etapa objetivou realizar
um levantamento da presenca do nematdide de cisto da soja (NCS) em cinco municipios
produtores de soja no estado do Rio Grande do Sul. O levantamento foi conduzido em oito
diferentes &reas com cultivo da soja, tendo 28 locais de coleta de amostras, nos municipios
de Espumoso, Eugénio de Castro, Joia, S&0 Miguel das Missdes e Tupanciretd. As amostras
de solo foram processadas em laboratorio e os cistos do NCS foram extraidos pela técnica
de peneiramento Umido. Detectou-se a presenca do nematéide nos cinco municipios
estudados, sendo que o maior nimero de cistos foi encontrado nos municipios de
Espumoso e S&0 Miguel das Missdes. A segunda etapa da pesquisa objetivou avaliar a
supressdo da populagdo do nematdide do cisto da soja atraves de plantas micorrizadas e
testar a acdo do fipronil na eclosdo de juvenis do nematdide. Dois experimentos foram
desenvolvidos. O primeiro foi composto por 10 tratamentos (testemunha, quatro
tratamentos com ovos do NCS, 500, 1000, 2000 e 4000 sem micorriza; quatro tratamentos
com micorriza e ovos de NCS). Neste experimento observou-se que a presenca de Glomus
etunicatum beneficiou o crescimento da planta. O segundo constituiu-se de experimento
com fipronil e mostrou uma significativa reducdo na eclosdo dos ovos de NCS. Observou-
se que a adicdo de pequenas doses do fipronil foi capaz de diminuir a ecloséo dos juvenis
do NCS em 50%. A terceira etapa do trabalho teve por objetivo testar a caracterizagcéo do
NCS via extracdo de DNA e técnica de PCR-ITS. Nesta etapa foi obtida uma boa extracdo
de DNA dos cistos de Heterodera glycines e estudos estédo sendo realizados para efetuar a
caracterizacdo via PCR-ITS.
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CONTROL AND MOLECULAR (PCR-ITS) STUDIESOF CIST
NEMATODESIN SOYBEAN

Author: Tatiana Benedetti
Advisor: Zaida lnes Antoniolli
Santa Maria, 25 February of 2005

The studies of cist nematodes were evaluated in the greenhouse condition
and in the Prof. Marcos Rubens Fries Environment and Soil Microbiology and Biology
Laboratory, in the Soil Department of the Federal University of Santa Maria, in three
stages. The first stage aimed to study through a survey of the presence of cyst
nematodeos in soybean (NCS), in five counties, in Rio Grande do Sul state. The
survey was carried out in eigth place with 28 samples with soybean culture. The
counties were Espumoso, Eugénio de Castro, Sao Miguel das Missdes and
Tupanciretad. The soil samples had been processed in laboratory, and the NCS had
been extracted by wet technique. It was detected presence of NCS in all five studied
counties. The highest number of cysts was found in the counties of Espumoso and
Sé&o Miguel das Missdes. The second stage of the aimed to study the suppression of
the NCS population using plants and to test the action of the fipronil on the egg
hatching of NCS. Two experiments had been developed, the first with 10 treatments
(without eggs of NCS and mycorrhizal, four treatments with diferents levels of eggs of
NCS, 500, 1000, 2000 e 4000 eggs; with mycorrhizal; four treatment with mycorrhizal
and eggs of NCS). In this experiment was observed that the presence of Glomus
etunicatum fungi improved the plant grow. The study with fipronil showed significant
reduction in hacthing when the eggs were exposed to the diferent concentrations of
fipronil. It was observed, that the addition of small levels of fipronil can reduce the
hatching in 50%. The third stage of the work was to evaluate the DNA
characterization of the Heterodera glycines cists. It was obtained a good DNA
extraction and experiments are carring out to do the PCR-ITS studies.
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INTRODUCAO GERAL

O nematdide de cistos da soja (NCS), Heterodera glycines Ichinohe, 1952, agente
etiolégico do nanismo amarelo, foi descrito pela primeira vez no Japdo em 1915 e detectado
nos Estados Unidos em 1954 (NOEL, 1992). No Brasil, esse nematdide foi encontrado na
safra 91/92 (LIMA et a., 1992; LORDELLO et a., 1992; MONTEIRO & MORAES, 1992)
e, atualmente, ja esta disseminado nas principais regides produtoras de soja do pais. No estado
do Rio Grande do Sul, a presenca deste organismo j& foi constatada em 13 municipios das
regides do planalto e missdes (BONATO et al., 2002).

Este nematoide tem causado elevados prejuizos a sojicultura mundial, apresentando uma
ampla gama de hospedeiros, mas quase que restrita a familia Fabaceae (FUJTA & MIURA,
1934; SKOTLAND, 1957; EPPS & CHAMBERS, 1958; 1959; 1966; RIGGS & HAMBLEN,
1962). Relativamente, poucos representantes de outras familias botanicas podem hospedar o
parasito (RIGGS & HAMBLEN, 1966).

A incidéncia destes organismos resulta, principalmente, em ateraces morfofisioldgicas
das raizes, prejudicando 0 seu desenvolvimento e, em alguns casos, aumentando o nimero de
raizes laterais, porém, com reducdo ou auséncia de nodulacéo, de forma a acarretar reducdo na
absorc¢do e natrandocacdo de agua e nutrientes na planta.

Em geral, os danos podem ser maiores ou menores em funcéo da populagdo presente, que
por sua vez, dependerd das condi¢cbes ambientais, da planta hospedeira e da biologia destes
nematdides. Entre os fatores relacionados a biologia dos nemat6ides, pode-se citar a agdo da
densidade populacional da espécie regulando o tamanho da populacdo e a existéncia de
variagdes patogénicas dentro das espécies (TARTE & PINOCHET, 1981). Estudos ja
comprovaram que V&ios fatores podem afetar a resisténcia de plantas a0 ataque do
nematdide, destacando-se 0 estado nutriciona das plantas. Provavelmente, o fortalecimento
das plantas em funcdo da melhoria das condi¢fes fisico-quimicas do solo permitiu as plantas
suportar maiores niveis de ataque, sem registrar grandes reducfes na produtividade.

Neste contexto, insere-se a utilizagdo de microrganismos capazes de promover um
aproveitamento mais eficiente dos nutrientes do solo, bem como uma melhora no estado
nutricional das plantas. Como exemplo destes microrganismos temos os chamados fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs). Os FMAs sdo fungos que se associam as raizes,
aumentando a sua superficie de exploracéo e, com isso, permitindo a exploracdo de um maior
volume de solo, aumentando, portanto, a absor¢do de nutrientes. O beneficio para a planta
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decorrente deste aumento na absorcdo de nutrientes se d4, principalmente, para o fosforo, que
€ pouco mével no solo e por isso de dificil absorcéo.

Estes fungos tém se mostrado eficientes na melhora da nutricdo de plantas e no aumento
de crescimento, principalmente em solos com baixo teor de fosforo, quando cultivadas sob
estresses ambientais (HARLEY & SMITH, 1983). O poder das FMAs como agentes de
biocontrole tem despertado a atengdo da comunidade cientifica nos Ultimos tempos (DEHNE,
1982; HARLEY & SMITH, 1983; HUSSEY & RONCADORI, 1982). Em geral, a severidade
de varias doencas tem sido diminuida em plantas micorrizadas (GRANDISON & COOPER,
1986).

Tem sido observada variabilidade na interagdo de fungos micorrizicos arbusculares e
fitonematdides, indicando que a associagdo hospedeiro-nematdide-fungo  micorrizico
arbuscular € bastante especifica e que a ateracdo em um dos componentes pode levar a
diversidade de resultados. Outros dados indicam que as redugdes de crescimento, causadas
pelo ataque de nematdides tém sido menores em plantas colonizadas por FMA, se comparadas
as ndo micorrizadas (COFCEWICZ et al., 2001). Em pessegueiro, a colonizagdo com FMAS
reduziu o estresse causado pelo nematdide Meloidogine incognita (Fofold & White)
Chitwood, proporcionando plantas mais desenvolvidas em relagdo as inoculadas unicamente
com o0 patégeno (STROBEL et d., 1982). O aumento na tolerancia da planta ao ataque do
nematdide € considerado o principal efeito dos FMAs as plantas (COOPER & GRANDISON,
1986; RONCADORI & HUSSEY, 1977).

A colonizagdo por fungos micorrizicos tem também alterado a reproducdo dos
nematdides, reduzindo em muitos casos a ovoposicdo e o nimero de individuos no sistema
radicular de plantas micorrizadas. O efeito do FMAs sobre a reproducdo do nematbide tem
sido apontado como dependente de um elevado percentua de colonizacgo da raiz por estes
organismos (COFCEWICZ et al., 2001).

Para ser possivel um controle racional dos nematoides, é necessaria a busca de plantas de
maior resisténcia ao ataque deste organismo. As variagoes fisioldgicas das populacbes de H.
glycines tém sido um fator limitante do processo, uma vez que o NCS apresenta grande
variabilidade genética para patogenicidade. No Brasil, ja foram identificadas mais de 11 ragas
do nematdide do cisto da soja (MENDES, 1993). A inducdo de resisténcia em uma cultivar
para determinadas ragas pode ser quebrada pelo surgimento de uma raca diferente na area.
Para deteccdo de quais ragas estdo presentes em determinado local, os melhoristas usam séries
diferenciadoras, ou sgja, cultivares de soja que promovem a multiplicacdo de racas especificas
em uma cultivar em detrimento de outras ragas.
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As perdas causadas por nematéides fitoparasitas tém aumentado significativamente nos
ultimos anos. A utilizagdo de produtos quimicos com o objetivo de diminuir as perdas devidas
a nematéides foi importante no passado, mas atualmente 0 método apresenta alto custo. Além
disso, os produtos quimicos mais eficientes tém causado sérios problemas a salide humana e
a0 ambiente (FASSULIOTIS, 1985). No entanto, varios produtos quimicos, como, por
exemplo, o carbofuran, turbofos e adicarbe, vém sendo testados para o controle destes
organismos (NOVARETTI et d., 1998; ROCHA & CAMPOS, 2003).

A partir destes principios, buscou-se observar as inter-relacfes existentes entre NCS e
fungos micorrizicos arbusculares, avaliando a capacidade dos FMAs em aumentar a
resisténcia da planta de soja a incidéncia deste nematéide, bem como avaliar a agdo de um
produto quimico a base de fipronil na eclosdo de juvenis do NCS. Para a caracterizagdo
molecular deste organismo foi extraido o DNA e readlizado Reacdo de Cadeia de Polimerase

(PCR). O trabalho foi executado conforme o esquema da Figura 1.
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ESTUDO DO NEMATOIDE DO CISTO DA SOJA
[

Populagdes de Nematdide do Cisto da Soja nos municipios
estudados no estado do RS

LOCAISRS

| FVANTAMFENTO U Espumoso

Eugénio de Castro

Joia

S80 Miguel das Missdes
Tupancireta

cccc

Acao do Fipronil na ecloséo
de juvenisdo NCS 12 COLETA

60 dias apds emergéncia

U andlise quimica
U n° de cistos/100g solo

RACA 3

AVALIACOES

.. N0 £a .
RACA 3 X TRATAMENTOS 0 N fémeas/sistema

Glomus U 4 niveis de ovos radicular
etunicatum do NCS N" cistos/100g solo
{1 Com e sem M assa seca parte aérea

EMA Comprimento de raiz

N° de nédulos

N° de nés

Colonizagao micorrizica

cocoacoo

CARACTERIZACAO
MOLECULAR —— Extragio de

DNA

PCR-ITS

Figura 1: Esquema do trabalho realizado para estudo do nematéide do cisto da soja
(NCS), fungos micorrizicos arbuscularessFMA (Glomus etunicatum) e caracterizagdo

molecular.
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CAPITULO |. DENSIDADE POPULACIONAL DE NEMATOIDES DO CISTO DA
SOJA PROVENIENTES DE REGIOES PRODUTORAS DE SOJA DO ESTADO DO
RIO GRANDE DO SUL

1.1 Introducgéo

A soja € a mais importante leguminosa produzida no Brasil. Durante os anos 70, as
plantagcdes de soja expandiram-se rapidamente da regido sul, onde predominava a producéo,
para outras regides, como 0 oeste, 0 centro e o norte brasilero.

Varios géneros de nematbides ja foram identificados parasitando a soja no Brasil, como o
Meloidogyne sp., Pratylenchus sp. e o Helicothylenchus sp. (MENDES & DICKSON, 1993).
O Heterodera glycines Ichinohe, nematéide do cisto da soja (NCS), é o mais importante
patégeno de soja nos Estados Unidos e no leste da Asia (BALDWIN & MUNDO-OCAMPO,
1991). A primera deteccdo no Brasil se deu no ano de 1992, em amosiras de solo
provenientes dos municipios de Nova Ponte, Minas Gerais (LIMA et a., 1992) e Campo
Verde, Mato Grosso (LORDELLO et a., 1992). No estado do Rio Grande do Sul, a primeira
ocorréncia do nematéide do cisto da soja foi relatada por Carneiro & Almeida (1995) no
municipio de Cruzeiro do Sul (BONATO et a., 2002). Posteriormente, foi relatada a presenca
do NCS em S&o Miguel das Missdes. No ano de 2002 relatou-se a infestagdo de diversas areas
na regido das Missdes, onde estd concentrada 87% da producéo de soja do estado (BONATO
et al., 2002).

De acordo com os estudos de &reas afetadas e estimativas de perdas redizadas por
produtores e pesquisadores na safra de 1991/92, cerca de 10 mil hectares de soja haviam sido
afetados, com perda da producéo estimada em US$ 1 milhdo. Na safra de 1992/93, a area
afetada havia expandido para mais de 200 mil hectares, com perda estimada em US$ 24
milhdes (Y ORINORI, 1993).

A incidéncia deste patdgeno resulta, principalmente, em alteracbes morfofisiolégicas das
raizes, prejudicando o0 seu desenvolvimento e, em aguns casos, aumentando o nimero de
raizes laterais, porém, com reducdo ou auséncia de nodulacéo, de forma a acarretar reducdo na
absorc¢do e natrandocacdo de agua e nutrientes na planta.

Em geral, os danos podem ser maiores ou menores em fungdo da populagdo presente, que,
por sua vez, dependera das condicBes ambientais, da planta hospedeira e da biologia dos

nematdides. Entre os fatores relacionados a biologia dos nematdides, pode-se citar a agdo da
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densidade populacional da espécie regulando o tamanho da populacdo e a existéncia de
variagdes patogénicas dentro das espécies (TARTE & PINOCHET, 1981).

Uma das aternativas mais viavels para resolver o problema do aumento da populacdo do
nematdide é a utilizagdo de cultivares de soja resistentes ao NCS. Vérias cultivares ja foram
desenvolvidas através de melhoramento genético e mostram-se viaveis a campo. H4, contudo,
uma grande dificuldade no desenvolvimento destas cultivares: a variagdo fisiologica dos NCS,
pois este organismo apresenta variabilidade genética para patogenicidade. As populacfes sdo
congtituidas de misturas de racas e no Brasil, ja foram identificadas asragas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9,
10, 14, 4+ e 14+ (MENDES, 1993). A resisténcia induzida em uma cultivar para determinadas
racas pode ser quebrada pelo surgimento ou acdo naquela area de uma raca diferente ou
desconhecida do programa de melhoramento. Por isso, se faz necessario o conhecimento das
populacdes existentes em cada local. Sendo assim, este estudo foi realizado com o objetivo de
fazer um levantamento da presenca do nematéide do cisto da soja em cinco municipios do
estado do Rio Grande do Sul.

1.2 Material e Métodos

O levantamento foi conduzido em oito &eas com cultivo da soja em cinco diferentes
municipios da regido de grande expressdo no cultivo da leguminosa no estado do Rio Grande
do Sul. As é&reas foram selecionadas com base na observacdo de supressdo da producdo,
existéncia de plantas com sintomas da presenca do parasita, clorose e crescimento irregular de
plantas (Figura 1). Algumas éreas foram selecionadas pela proximidade aos locais onde as
plantas com sintomas foram detectadas. Amostras de solo destas &eas também foram
coletadas. As coletas foram realizadas nos municipios de Espumoso, na regido do planalto
galcho, Eugénio de Castro, Joia e Tupanciretd, naregido central do estado, e Sdo Miguel das
Missdes, localizado naregi&o das missdes (Figura 2).

Em cada érea foram extraidas amostras de solo e de raizes a 20 cm de profundidade. As
amostras foram coletadas na zona das raizes das plantas, durante o periodo de
desenvolvimento das mesmas. Foram coletados de dois a seis pontos por area.

O solo selecionado foi transportado ao Laboratério de Microbiologia e Biologia do Solo e do
Ambiente Prof. Marcos Rubens Fries, no Departamento de Solos, UFSM, onde foi mantido
sob refrigeracdo até o momento de ser processado. Nas amostras coletadas foi analisado o
nimero de cistos do nematdide do cisto da soja por 100 g de solo. Para extragdo dos cistos
foram pesados 100 g de solo e redlizados lavagem e peneiramento. O solo foi posto em um
recipiente e adicionado de jatos fortes de &gua. Esta suspensdo foi vertida em peneiras de
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malha 25 e 100 meshes por trés vezes. O solo suspenso nas peneiras foi recolhido com o
auxilio de uma piceta e depositado em papel filtro contido em placas de Petry, as quais foram
levadas a0 microscdpio estereoscdpio sob aumento de 20 vezes. Em seguida, o nimero de
cistos contado, sendo o resultado expresso no nimero de cistos/100g de solo.

Figura 1- Lavouras de soja com sintomas do nematdide do cisto nos municipios de
Tupanciretd (A), Espumoso (B), Eugénio de Castro (C), Joia (D) e S&o Miguel das Missdes
(E). Santa Maria, RS, 2004.
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Figura 2- Locdizagdo dos municipios no estado do Rio Grande do Sul onde se redlizou 0
levantamento. 1- Espumoso, 2 -Eugénio de Castro, 3 - Sdo Miguel das Missbes, 4 — Joia, 5 —
Tupanciretd, Santa Maria, RS, 2004.

1.3 Resultados e Discussio

A presenca do nematdide do cisto da soja foi detectada nos municipios de Espumoso,
Eugénio de Castro, Joia, Sdo Miguel das Missdes e Tupanciretd. A ocorréncia do nimero de
cistos variou de 01 a 127 em Eugénio de Castro- area 5 e Espumoso- &rea 2, respectivamente
(Tabela 1). Esta ocorréncia generalizada demonstra a grande disseminagdo do nematGide nos
solos do Rio Grande do Sul em que ha cultivo da soja. Trabalhos realizados por Bonato et al.
(2001) ja haviam constatado a presenca de nematéide do cisto da soja em diversos locais do
estado. Neste trabalho, o niUmero médio de cistos viaveis nas amostras de solo com maior
infestacdo do NCS foi de 30,5 cistos. 100 cm® de solo (BONATO et a., 2001).

O maior nimero de cistos foi coletado no municipio de Espumoso- &rea 2, seguido por
S80 Miguel das MissBes- area 7. O municipio de Espumoso apresentou a maior média de
cistos de H. glycines (Tabela 1). E importante salientar que em todas estas areas de estudo as
sementes de soja utilizadas pelos produtores eram de variedades transgénicas tolerantes ao
glifosato. Assim, a viabilidade do uso de variedades resistentes para o controle do NCS se
torna um pouco mais dificil, pois ha a necessdade de se disponibilizar aos produtores
variedades de soja que apresentem, a0 mesmo tempo, resisténcia a0 nematdide do cisto da
soja e alta produtividade.

A identificacdo do gendtipo Pl 437654, que apresenta resisténcia a todas as ragas do NCS,
permitiu utiliza&lo como fonte de resisténcia nos programas de melhoramento de soja
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(ANAND et al, 1988). Do cruzamento de Pl 437654 com Forrest, resultou a cultivar Hartwig
que, segundo Anand (1992), também é resistente a todas as ragas conhecidas de NCS. Essa
cultivar tem sido muito utilizada nos programas de melhoramento genético no Brasil, para o
desenvolvimento de cultivares de soja com resisténcia ao nematdide de cisto. No Brasil, as
cultivares de soja mostram-se geralmente suscetiveis a0 NCS. Em 1997, foi lancada pela
EMBRAPA, no estado de Minas Gerais, a primeira cultivar de soja brasileira resistente a raca
3, 0 MGBR- 54 Renascenca, seguida por varias outras .

Com relacdo ao pH do solo, em &reas do municipio de Eugénio de Castro, onde o pH
variou de 5,3 a 6,8, a populagdo de cistos foi baixa se comparada com as demais areas nos
outros municipios estudados. Devido a este resultado, tornou-se dificil fazer uma relagdo do
pH com o nimero de cistos e serdo necessarios maiores estudos para definir os parametros
destarelacdo (Tabela 1).

Com relacéo ao parametro de matéria organica no solo, pode-se observar que geralmente
em nivels mais elevados de matéria organica a ocorréncia de cistos é menor, enquanto que em
niveis mais baixos ocorre um maior nimero de cistos de H. glycines (Tabela 1). Nos
municipios de Espumoso e Tupanciretd (éreas 2 e 6) foram registrados os niveis mais baixos
de matéria organica. Para Sharma (1993) a matéria organica melhora as condi¢cbes de
crescimento das plantas, aumentando sua tolerancia ao ataque de nematéides.

Quanto aos tipos de solo, a &rea estudada abrange grande diversidade, que vai desde
texturas bem argilosas com 79% de argila em S&0 Miguel das MissOes, até areas mais
arenosas, como a area 6, localizada no municipio de Tupanciretd, que apresenta 11% de argila
(Tabela 1 e 2). Textura, argila e contelido de aluminio no solo parecem ndo ter relacdo na
incidéncia de cistos de H. glycines a campo (Tabela 1). Um trabaho realizado por Koenning
(1988) com cultivares suscetiveis a0 NCS demonstrou que, principalmente, em periodos com
escassez de &gua, a populacdo de nematdides é menor em parcelas com grande contelido de
arela
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Tabela 1 - Populagdo de cisto de Heterodera glycines coletados no periodo vegetativo de

desenvolvimento da soja e niveis de pH, matéria organica (MO) e argila no solo em cinco
municipios do Rio Grande do Sul, Santa Maria, 2004.

Municipio Locd” N°decistos. pH(H0) MO (%) Argila(%)
100 g*de solo
Espumoso 1 99 5,7 2,4 33
2 127 5,2 3,0 27
3 64 5,2 2,4 30
4 26 5,7 2,4 30
5 24 5,2 2,8 33
6 85 5,7 2,4 33
Eugénio de Castro 1 38 58 41 48
2 09 5,3 3,5 42
3 12 6,3 4,4 48
4 405 6,8 4,4 44
5 01 6,8 4,5 46
Joia 1 26 5,6 49 62
2 07 5,8 5,4 67
3 30 59 4,8 67
S80 Miguel das Missdes 1 37 51 4,3 48
2 03 5,7 4,6 62
3 36 5,4 39 67
4 40 5,0 3,8 70
5 50 5,3 4,1 72
6 39 5,2 3,4 79
7 117 50 4,4 65
8 28 5,6 4.4 62
9 31 5,2 3.9 69
Tupancireta 1 24 5,7 1,5 29
2 21 5,0 2,8 15
3 19 5,3 1,7 60
4 27 53 2,6 12
5 50 5,3 3,5 32
6 28 6,2 2,1 11

" Os locais foram selecionados conforme a ocorréncia de sintomas do nematdide.

Considerando os teores de fosforo no solo nas diferentes areas dos cinco municipios

avaliados, pode-se observar que ndo houve influéncia do mesmo na populacdo de cistos
(Tabela 2). Este resultado esta de acordo com trabalhos de Tylka et a. (1991), que afirma que

os teores de fosforo no solo geralmente ndo apresentam efeitos sobre o nematdide do cisto.

Entretanto, Smith & Kaplan (1988) observaram que a concentracdo de fosforo no tecido
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vegetal foi menor em plantas afetadas pelo NCS, indicando que a presenca do organismo pode
afetar a absor¢éo do elemento pela planta.

Os teores de potéassio, céalcio e magnésio nas diferentes areas de estudo parecem néo
mostrar relacéo positiva com a presenca de cistos (Tabela 2). Estudos mais aprofundados séo
necessarios para entender melhor a acdo desses nutrientes em plantas atacadas pelo NCS,
pois, conforme Smith & Kaplan (1988), 0 potassio e 0 magnésio ndo sdo afetados pela
presenca de nematoides na planta.
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Tabela 2 - Caracteristicas quimicas do solo coletado nos cinco municipios estudados no estado
do Rio Grande do Sul, Santa Maria, 2004.

Municipio Locd” Textura Al P K Ca Mg
(CmolL™ (mgL?®) (mgL") (CmollL™) (CmolL™

Espumoso
1 3 0,0 20,5 200,0 5,7 1,7
2 3 0,1 21,8 186,0 6,1 1,2
3 3 0,1 31,2 200,0 4,8 1,8
4 3 0,0 20,5 200,0 5,7 1,7
5 3 0,0 20,5 200,0 5,7 1,7
6 3 0,0 20,5 200,0 5,7 1,7
Eugenio de Castro
1 2 0,0 33,0 182,0 6,5 29
2 1 0,2 44,2 200,0 5,4 2,3
3 2 0,0 32,0 200,0 7,6 3,2
4 2 0,0 42,8 200,0 9,3 3,8
5 2 0,0 35,3 200,0 9,0 3,8
Joia
1 1 0,0 35,3 200,0 6,1 2,3
2 1 0,0 35,3 200,0 6,1 2,3
3 1 0,0 63,7 200,0 7,8 2,8
S80 Miguel das Missdes
1 2 0,4 44,2 200,0 5,8 2,1
2 1 0,0 46,3 200,0 8,1 33
3 1 0,0 33,0 200,0 6,1 1,9
4 1 0,3 17,5 186,0 5,3 1,9
5 1 0,2 34,2 200,0 5,6 1,9
6 1 0,2 13,0 200,0 59 2,1
7 1 0,2 32,0 200,0 6,1 2,0
8 1 0,0 48,5 200,0 6,2 2,6
9 1 0,2 19,5 200,0 6,2 2,1
Tupancireta
1 3 0,0 69,5 200,0 9,3 3,7
2 1 0,3 63,7 200,0 4,5 1,6
3 1 0,1 45,5 200,0 6,3 2,3
4 1 0,2 69,5 200,0 55 2,2
5 3 0,0 53,5 200,0 7,0 2,5
6 1 0,0 80,0 200,0 6,1 2,6

" Os locais foram selecionados conforme a ocorréncia de sintomas do nematéide.
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1.4 Conclusdes

Em todos os municipios estudados foi detectada a presenca de nematdides do cisto da soja
(Heterodera glycines) em areas cultivadas com a soja.

Os municipios de Espumoso e Sdo Miguel das Missdes possuem &reas com cultivo de soja
gue apresentam os maiores indices de incidéncia do nematoide do cisto da soja.
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CAPITULO Il. ACAO DO NEMATOIDE DO CISTO DA SOJA RACA 3
EM CULTIVAR DE SOJA MICORRIZADA E AVALIACAO DO USO
DE FIPRONIL NA ECLOSAO DE JUVENIS DO NEMATOIDE DO
CISTO DA SOJA

2.1. Introducéo

Varios trabalhos tém demonstrado que os fungos micorrizicos podem atuar como agentes
potenciais de biocontrole, amenizando os efeitos causados por fitopatdégenos, como 0s
nematdides. Provavelmente, isso ocorra por meios indiretos, através da melhor nutricdo das
plantas ou do aumento da resisténcia do sistema radicular (LINDERMAN, 1988, 1992).
Alguns dados indicam que plantas micorrizadas apresentam maior tolerancia ao ataque de
fungos patogénicos. Diederichs (1987) demonstrou que a presenca de Vérias espécies nativas
de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) em Latossolo Bruno do cerrado promoveu uma
reducdo nos efeitos patogénicos causados por Meloidogyne javanica nas raizes de gréo-de-
bico.

O tipo e a magnitude da resposta depende do hospedeiro, da espécie de FMAs envolvida e
da densidade de in6culo do fungo (ATILANO et a., 1981; SCHENK et a., 1975). A relacdo
hospedeiro-nematoide pode ser caracterizada pela maior eficiéncia do hospedeiro em diminuir
areproducdo do nematbide e as perdas de producdo (COOK, 1974). A colonizagdo das raizes
por FMA pode dlterar a resposta da planta a0 atague e ao desenvolvimento do nematoide. E
conhecido também que a micorriza pode afetar os parametros de toleréncia e resisténcia das
plantas (GRANDISON et al., 1986). Esse aumento na tolerancia da planta ao ataque do
nematoGide € considerado como sendo o principal efeito dos FMAs as plantas (COOPER &
GRANDISON, 1986; RONCADORI & HUSSEY, 1977). Grandison et a. (1986) afirmam
gue 0 aumento da resisténcia de raizes ao atague do nematéide M. hapla deve ser causado por
algumas adteragbes fisiologicas na raiz resultantes da infeccdo micorrizicas Outra
possibilidade para o mecanismo de inducdo de resisténcia da micorriza a0 nematdide é sua
acao no fluxo de agua em plantas micorrizadas. A literatura cita algumas evidéncias de que 0s
FMAs modificam a relacgo planta-dgua e de que as hifas podem alterar distor¢des causadas
pelo nematdide nos tecidos da planta (COOPER, 1984).

Ha variabilidade na interacdo de fungos micorrizicos arbusculares e fitonematéides,

indicando que a associagdo hospedeiro-nematGide-fungo micorrizico arbuscular € bastante
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especifica e que a ateragd em um dos componentes pode determinar diferentes resultados
nesta associagdo simbidtica. Dados de pesquisa demonstram que as reducgdes de crescimento,
conseqiéncia da infeccdo por nematdides, tém sido menores em plantas colonizadas por FMA
comparativamente as ndo micorrizadas (COFCEWICZ et d., 2001). Em pessegueiro, a
colonizacdo com FMA reduziu o estresse causado pelo nematdide Meloidogine incognita
(Fofold & White) Chitwood, proporcionando plantas mais desenvolvidas em relagdo com as
inoculadas unicamente com o patdgeno (STROBEL et a., 1982).

A colonizag&o por FMA tem também afetado a reproducdo dos nematbides, reduzindo em
Muitos casos a ovoposicao e o nimero de individuos no sistema radicular de plantas infetadas.
O efeito do FMA sobre a reproducdo do nematdide tem sido apontado como dependente de
um elevado percentual de colonizagdo da raiz por estes organismos (COFCEWICZ et 4.,
2001).

Outro efeito do NCS na planta se da sobre a simbiose soja-rizébio. As respostas da
nodulacdo tém sido diferentes em relacdo a raca do NCS. Por exemplo: ragas 1, 2 e 4 do NCS
causam supressao na nodulagdo e reducdo na capacidade de fixacéo de nitrogénio (LEHMAN
et a., 1971), no entanto, a raca 3 ndo possui essa capacidade de inibir a nodulagdo (RIGGS &
SCHMITT, 1987).

A utilizagdo de associagdes bioldgicas pode ser um meio Util para minimizar também
problemas de baixa fertilidade e acidez, geramente encontrados nos solos brasileiros
(GOEDERT, 1983; SANCHEZ & SALINAS, 1981; SANCHEZ & UEHARA, 1986). Os
fungos micorrizicos apresentam um grande potencial no aumento da absorcéo de nutrientes do
solo, principalmente do fosforo. A ocorréncia de micorriza em condigdes naturais é freqliente
e a maioria das plantas tropicais cultivadas, principalmente as de maior importancia
econdmica, como por exemplo, soja, feijdo, milho, café, arroz, entre outras culturas, podem
ter suas raizes colonizadas por fungos micorrizicos (ZAMBOLIM & SIQUEIRA, 1985). A
pesgquisa tem demonstrado os efeitos positivos das micorrizas na produtividade de grande
nimero de culturas, sendo que 0 uso de préticas agricolas como calagem, adubacdo adequada
e utilizacdo de adubacéo verde nos sistemas de producéo, podem favorecer a propagacéo dos
fungos micorrizicos no solo e estimular seus efeitos (BETHLENFALVAY, 1992).

Lopez et a. (1980) demonstraram que, em condi¢bes de extrema deficiéncia de fosforo,
algumas leguminosas como o sratro (Macroptilium atropurpureum (DC.) Urban) néo
nodulam, a menos que suas raizes sgjam colonizadas por fungos micorrizicos ou que o0 solo
sgja adubado com elevadas doses de fosforo. Portanto, plantas colonizadas por FMA tornam-
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se mais adaptadas as condi¢cdes de deficiéncias nutricionais existentes no solo (LOPEZ &
SIQUEIRA, 1981).

A eficiéncia da simbiose entre planta e fungo pode ser visuaizada, também, na maior
absor¢do de outros nutrientes pela planta, como o potéssio (K) e o nitrogénio (N). Segundo
Miranda & Miranda (1996), ocorre um acréscimo no contelido de K no sorgo micorrizado
cultivado em solo de cerrado. O teor de N nas plantas pode ser afetado diretamente pelos
FMA, através da absorcdo (pelas hifas) deste nutriente a partir de fontes organicas ou
inorganicas (AMES et a., 1984), ou indiretamente, através das relagdes sinergisticas com
microrganismos fixadores de nitrogénio atmosférico, principalmente com o rizobio. Em solos
onde ocorra deficiéncia de N e P, essa relag@o entre FMA e rizobio é de grande importancia,
uma vez que a fixagdo biolégica de N depende de um balanco nutricional adequado da planta
hospedeira, especialmente do fosforo. Dados experimentais demonstram um acréscimo na
absorgdo de N em plantas de soja inoculadas com G. macrocarpum. Em Latossolo de cerrado
observou-se, também, que na auséncia do fungo micorrizico arbuscular a soja adubada com N
produziu maior quantidade de matéria seca do que a soja inoculada com Bradyrhizobium
japonicum. Na presenca do FMA nativo esta diferenga foi eliminada, aumentando a producéo
de matéria seca e os teores de P e N das plantas em ambos os tratamentos (MIRANDA &
MIRANDA, 1996).

Nematoides sdo, geramente, os fitoparasitas de mais dificil controle na agricultura
(CHITWOOD, 2002). Normalmente, o controle deste organismo inclui a utilizagcéo de plantas
resistentes, rotacdo de culturas e outras préticas culturais, ou o controle com nematicidas
quimicos. Existem dois grupos predominantes de nematicidas quimicos. os fumigantes de
solo de baixo peso molecular e os carbamatos ou organofosfatos de contato (WITEHEAD,
1997; BAKKER, 1993).

O controle de nematéides com nematicidas constitui um dos manegjos mais antigos em
uso na agricultura (ROCHA & CAMPOS, 2003). S&o vérios os produtos, com efeito,
nematicida no mercado brasileiro, os quais sdo, na maioria, sistémicos (CAMPOS et 4.,
2001). O efeito do produto quimico na eclosdo dos juvenis de nemat6ides tem sido estudado
com varios produtos nematicidas convencionais ou em desenvolvimento (HAQ et al., 1983;
OSBORNE, 1973).

O controle quimico € uma pratica pouco Uutilizada no Brasil para a cultura da soja,
devido, principalmente, ao alto custo dos nematicidas. Este tipo de controle passa por um
periodo de reformulacdo em funcdo do aparecimento de novos produtos e de formulacBes
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mais préticas e seguras (NOVARETTI et a., 1998). No entanto, o processo para desenvolver
novos nematicidas é complexo. Muitas espécies de nematdides parasitas de plantas sdo
migratorias no solo ou dentro das raizes e ficam distantes do local de aplicacdo do nematicida
quimico, de modo que este ndo consegue atingi-los. Outro fator limitante desse tipo de
controle é que esses organismos apresentam estruturas, como cuticulas, que sdo impermeéveis
a muitas moléculas organicas. Com isso, muitos nematicidas tém a tendéncia de apresentarem
baixa toxicidade ou serem voléteis, podendo causar danos ambientais como a contaminagéo
de lencois fredticos ou a diminuicdo da camada de o0zénio (THOMAS, 1996).

O custo de registro de produtos quimicos é outro fator limitante do desenvolvimento
de novos nematicidas. Os grupos de pesguisa em agroguimicos estdo se limitando ao
desenvolvimento de produtos com maior potencial de mercado, como os herbicidas e
inseticidas, ao invés de nematicidas. Um destes inseticidas que vem sendo utilizado em larga
escala € um inseticida do grupo dos fenilpirazoli, o qual possui o produto quimico fibronil
como principio ativo. Esse produto € utilizado para o controle de insetos como o tamandué
da-soja (Sternechus subsignatus), tripes (Frankliniella schultzei) e bicheira-da-raiz-do-arroz
(Oryzophagus oryzae). Porém, esse produto ndo foi ainda testado em organismos como 0s
nematdides. Este fenilpirazoli causa distUrbios no funcionamento do sistema nervoso central,
por bloquear o cana GABA dos neurdnios. O sistema receptor GABA é responsavel por
inibir a atividade nervosa prevenindo estimulos excessivos dos nervos. Quando a fungéo
normal do sistema € blogueada pelo fibronil, o resultado € uma excitacdo nervosa excessiva,
gue causa a morte do inseto (COLE, 1993). Esse principio é capaz de matar insetos por
contato e ingestdo, e € efetivo nos estagios adulto e larval (COLLIOT, 1992).

Assim, esta etapa do trabalho teve por objetivo avaiar a supressdo da populagdo do
nematdide do cisto da soja através de plantas inoculadas com o fungo micorrizico Glomus
etunicatum e testar a agdo do produto quimico fipronil na eclosdo de juvenis do nematdide.

2.2. Material e M éodos
Este estudo foi redlizado em duas etapas. 1) Avaliacdo da soja micorrizada com
Glomus etunicatum Becker & Gerdemann e inoculada com nematdide do cisto da soja; 2)

Acéao do Fibronil na eclosdo de juvenis de nematéide do cisto da soja.

2.21) Avaliacdo da soja micorrizada com Glomus etunicatum e inoculada com
nematdide do cisto da soja



33

a) Preparo eanalise do Solo

Para avaliagdo da resisténcia da cultivar de soja micorrizada a agdo do nemat6ide do
cisto da soja (Heterodera glycines Icnohe, 1952) foi instalado um experimento na casa de
vegetacao do Departamento de Solos da UFSM.

O solo usado foi obtido de uma amostra composta (0 —20 cm) por um Argissolo
Vermelho distrofico tipico (EMBRAPA, 1999) coletado no campus da UFSM. Foi fornecida
a0 substrato a adubacéo exigida pela cultura (ROLAS, 1997) (Tabela 1). O pH foi corrigido
para 6,0 por meio da adicdo de calcario dolomitico (CaCOs). O nitrogénio foi suprido via
fixagcdo biolbgica através da adicdo as sementes de 4 mL de uma suspensdo de células (cerca
de 1x10° mL) de Bradyrhizobium elkani, estirpes Semia 587 e 5079 (CPAC 15). A irrigacéo
foi mantida proxima a capacidade de campo através da pesagem dos vasos.

b) Obtencéo das plantulas

Sementes de soja da cultivar BRS 154, susceptivel ao nematdide do cisto da soja,
foram semeadas em bandegjas de isopor contendo areia esterilizada. A areia foi autoclavada a
121°C por 2 horas e, posteriormente, secada em estufa a 50°C por 24 horas. As sementes de
soja foram desinfetadas superficialmente com solucéo comercia de hipoclorito de sodio a
2,5% em &gua durante dois minutos.

No substrato utilizado para obtencdo das plantulas foi efetuada uma inoculagdo com 1g de
uma concentracdo de esporos com 120 esporos g* de Glomus etunicatum (Becker &
Gerdemann), de acordo com os tratamentos estabelecidos. O indculo de G. etunicatum foi
obtido junto a Embrapa Agrobiologia/ Rio de Janeiro e multiplicado em casa de vegetacdo do
Departamento de Solos/ UFSM/ RS.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas do solo utilizado para montagem do experimento, Santa
Maria, RS, 2004.

Parametros Textura Argila pH Al MO P K Ca
(%)  HO (Cmoll™ (%) (MgL? (MgL™" (CmolcL™)
4 23 6,5 0,0 1,2 7,2 42,0 7.4

c¢) Preparo do indculo do nematéide do cisto da soja

Os ovos de nematdide do cisto da soja foram inoculados nos vasos através de uma
solugdo preparada no momento do transplante das mudas, conforme os tratamentos. O indculo
do NCSraga 3 (RIGGS & SMITT, 1988) foi cedido pelo Dr. Paulo Fernando Bertagnoli, da
Embrapa CNPT/Passo Fundo/RS. O NCS foi mantido e multiplicado em soja suscetivel,



cultivar Lee, em casa de vegetacdo do Departamento de SolosUFSM/RS. Os cistos do NCS
foram obtidos de uma aliquota de 100 cm® de solo seco proveniente dos vasos de
multiplicacdo de NCS, a qual foi suspensa em é&gua e vertida através de peneiras de abertura
de maha de 25 e 100 um. O material que ficou retido na peneira de 100 um foi macerado
com bastédo sobre uma peneira de 500 um. O material retido na peneira de 500 pum foi
recolhido em um Becker e contado em camara de Peters e microscopio éptico com aumento
de 20 vezes. A concentracdo de ovos foi estabelecida segundo os tratamentos necessarios para
inoculagdo dos vasos, conforme item 1.4. A inoculagdo dos nematdides ocorreu aos 15 dias
apos a semeadura, no momento do transplante das plantas da bandeja para os vasos.
d) Tratamentos

O experimento foi congtituido com 10 tratamentos em delineamento inteiramente
casualizados, com seis repeticdes. Os tratamentos foram: T1) Cultivar BRS 154 x nivel 0 de
indculo do NCS; T2) BRS 154 x nivel de indculo do NCS de 500/ml; T3) BRS 154 x nivel de
inéculo do NCS de 1000/ml; T4) BRS 154 x nivel de in6culo do NCS de 2000/ml; T5) BRS
154 x nivel de inoculo do NCS de 4000/ml; T6) BRS 154 x G. etunicatum; T7- BRS 154 x
nivel de in6culo do NCS de 500/ml x G. etunicatum; T8) BRS 154 x nivel de indculo do NCS
de 1000/ml x G. etunicatum; T9) BRS 154 x nivel de indculo do NCS de 2000/ml x G.
etunicatum; T10- BRS 154 x nivel de inéculo do NCS de 500/ml x G. etunicatum.
e) Instalacdo do experimento

Quinze dias apls a emergéncia, as plantulas foram transplantadas para vasos de 500 g

com substrato composto de uma mistura de duas partes de areia e uma de solo (v:v). Esse
substrato foi esterilizado com brometo de metila Os vasos foram mantidos na casa de
vegetacdo do Departamento de Solos/ UFSM pelo periodo de 30 dias. Durante o periodo de
cultivo foi feita irrigagdo para capacidade de campo através da pesagem dos vasos. Sete dias
apos o transplante, iniciou-se a irrigagdo das mesmas com uma solugdo de nutrientes
(macronutrientes e micronutrientes). Esta solucéo foi adicionada na quantidade de 10 mL uma
vez por semana e foi preparada com 1,2 ppm de Zn, na forma de ZnCl,, 0,8 ppm de Cu, na
forma de CuCl,, 0,4 ppm de B, na forma H3BOs, 0,2 ppm de Mn, adicionado na forma de
MnCl,.4H,0, 0,01 ppm de Mo, na forma de (NH4)sM07024.4H,0 e 9,0 ppm de K adicionado
na forma de K2SOj.

f) Inoculacdo das plantulas com o nematéide do cisto da soja
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Para a inoculag@o dos ovos foi aberto, com auxilio de um bast&o de vidro, um orificio
de aproximadamente dois cm ao lado das plantulas. A solucdo de ovos de nematdides
extraidos conforme item 1.3 foi depositada no orificio e este foi fechado com solo do vaso. A
inoculacdo ocorreu aos 15 dias apds a semeadura, no momento do transplante das plantas da
bandeja para os vasos.

g) Avaliages

Trinta dias apos a inoculagdo foi efetuada a avaliacdo das plantas, sendo avaiado o
nimero de fémeas/sistema radicular (TIHOHOD & SANTOS, 1993), 0 nimero de cistos/100
cm® de solo, a altura de plantas, o nimero de nés por planta, 0 nimero de nédulos de rizébio

por planta, massa seca de raiz e de parte aérea, e comprimento de raiz.

1)Numero de fémeag/sistema radicular

Para avdiacdo do numero de fémeas no sistema radicular das plantas de soja, o
sistema radicular das amostras foi colocado sobre um conjunto de peneiras de 25 e 100 um e
lavado com um jato forte de &gua até as raizes ficarem visivelmente sem fémeas (4 a 5 vezes).
O material retido na peneira de 100 um foi recolhido em placas de Petry e contado sob
microscopio estereoscopico com aumento de 20 vezes.
2) Nimero de cistos/100 cm® de solo

O nimero de cistos foi avaliado a partir de uma aliquota de 100 cm® de solo de cada
amostra, a qual foi seca a ar e destorroada. A aiquota foi posta em um recipiente sobre o
qual verteu-se &gua de torneira até transbordar. A solucdo foi vertida sob um conjunto de
peneiras de 25 e 100 pum por trés vezes. O material retido na peneira de 100 pm foi recolhido
sobre papel toalha em placas de Petry e contados em microscdpio estereoscopio com aumento
de 20 vezes.
3) Altura de plantas

A dtura de plantas foi medida, com régua, a partir do colo da planta e os resultados
EXPressos em cm.
4) Numero de nog/planta

O numero de n6s foi contado a partir do colo das plantas até o ultimo n6 na parte
superior da planta.
5) Numero de nédulos derizébio por planta

O gstema radicular das plantas foi levado ao laboratério onde os nédulos foram
destacados e contados.
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6) M assa seca de parte aérea

ApOs a coleta das plantas, a parte aérea destas foi destacada ao nivel do colo e
acondicionada em estufa a 65°C, para secagem do material. Apos a secagem foi determinada a
massa seca da parte aérea.
7) Comprimento deraiz

Para determinacdo do comprimento de raizes foi medido o comprimento da raiz
pivotante a partir da regido do colo da planta. A medicdo foi feita com o auxilio de uma régua
e 0s resultados expressos em cm.
8) Associacdo micorrizica

No laboratério, as raizes foram submetidas a0 processo de clareamento e coloragao,
conforme a metodologia de Koske & Gemma (1989) e Grace Stribley (1991). A avaliacdo da
porcentagem de colonizagdo micorrizica (CM) foi estimada utilizando-se 10 segmentos de
raizes coloridas em laminas sob microscopio composto com amplificagdo entre 100 e 1000
vezes (6leo de imersdo), segundo Giovanetti & Mosse (1980).
h) Andlise Etatistica

As caracteristicas avaiadas foram submetidas a andlise de variancia, sendo as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Para a andlise estatistica, 0s

dados obtidos das avaliagbes foram transformados para raiz quadrada de X+ 0,5.

2.2.2) Acéo do Fipronil na eclosdo de juvenis de nematoide do cisto da soja

Foi montado um ensaio biolégico no Laboratério de Microbiologia e Biologia do Solo
e do Ambiente Prof. Marcos Rubens Fries, no Departamento de soloUFSM, para testar a
acao de um inseticida da classe quimica dos Fenilpirazoli (principio ativo Fipronil) na ecloséo
de ovos de nematdide do cisto da soja. Este ensaio foi redizado com ovos livres de
Heterodera glycines obtidos a partir de cistos viaveis provenientes de solo infestado com o
nematéide e cultivado com plantas de soja cultivar Lee. Estes vasos de cultivo foram
mantidos em casa de vegetacdo. Os cistos do NCS foram obtidos de uma aliquota de 100 cm®
de solo seco proveniente dos vasos de multiplicacdo de NCS, a qual foi suspensa em agua e
vertida através de peneiras de abertura de malha de 25 e 100 um. Para a obtencdo dos ovos
livres, macerou-se cuidadosamente os cistos retidos na peneira de 100 um com bastédo de
vidro, sobre uma peneira de 500 pm. Os ovos liberados ficaram retidos na peneira de 500 pm.
Esse material foi recolhido em um Becker e contado em microscopio 6ptico com aumento de
20 vezes. A suspensdo de ovos foi, entdo, calibrada para 600 ovos/ml de agua com o auxilio
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de camara de Peters. O ensaio foi montado em placas de Petri, nas quais foram depositados
0,5 ml da suspensdo de ovos e diferentes doses do produto quimico a ser testado, conforme 0s
tratamentos. As placas foram mantidas no escuro, em incubadora a 26°C. Apés 12 dias de
incubagdo, contou-se 0 numero de juvenis eclodidos e de ovos remanescentes, em
microscopio optico com auxilio de cAmara de Peters. A porcentagem de eclosdo foi calculada
pela seguinte férmula: Porcentagem de eclosdo = [nimero de juvenis/(nimero de juvenis +
ndmero de ovos)]x 100.

Os tratamentos estabelecidos foram os seguintes. T1) 0,5 ml de solu¢éo de ovos +150
ml/ha do principio ativo do produto (PA); T2) 0,5 ml de solugdo de ovos + 20 mi/ha do PA;
T3) 0,5 ml de solugéo de ovos + 300 mi/ha do PA; T4) 0,5 ml de solucdo de ovos + 40 mi/ha
do PA; T5) 0,5 ml de solucéo de ovos + 600 ml/ha do PA; T6) 0,5 ml de solucéo de ovos. Foi
utilizado delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticoes.

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Avaliagdo da soja micorrizada na presenca de Glomus etunicatum e
inoculada com nematdide do cisto da soja

Conforme os resultados obtidos, pode-se observar que houve agdo do fungo
micorrizico arbuscular Glomus etunicatum no desenvolvimento de plantas com atague do
nematdide do cisto da soja (Tabela 2 e Figura 1). Este efeito estd bem comprovado por outros
trabalhos (TYLKA et a., 1991). Varios autores tém descrito a eficiéncia destes fungos na
diminuicdo da severidade de varias doencas (GRANDISON & COOPER, 1986; DEHNE,
1982; SCHENCK & KELLAM, 1978). Cook & Evans (1987) afirmam que plantas de soja
colonizada por FMAs se mostram mais tolerantes ou menos sensiveis a presenca do
nematdide do cisto da soja do que as plantas ndo micorrizadas, em casa de vegetacao.

Neste experimento, a presenca dos FMAS favoreceu o aumento na altura de plantas em
10% em apenas 45 dias e proporcionou 0 aumentou em 37% na atura de plantas nos
tratamentos com 2000 ovos de nematdide do cisto da soja. Este resultado estd de acordo com
Tilka et al. (1991), que afirmam que a presenca dos FMAS aumenta 0 crescimento e peso de
plantas. Observa-se que 0s tratamentos com nivel de indculo de 2000 e 4000 ovos do NCS
sem a colonizagdo micorrizica apresentaram a menor atura de plantas, sendo esta ainda
menor que a testemunha sem o FMAS, demonstrando o efeito prejudicial do NCS (Tabela2 e
Figura 1). A maior altura de plantas foi encontrada no tratamento com plantas micorrizadas e
nivel de in6culo do NCS de 2000 ovos do NCS. Contudo, no tratamento com plantas
micorrizadas e 4000 ovos do NCS, a dtura de plantas foi bastante semelhante aguela do
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tratamento com esse nivel de indculo do NCS na auséncia do FMAs (T5). Isso pode ocorre
devido a presenca de um alto nivel de inoculo do NCS, que indica que o efeito supressivo do
FMASs pode ser encontrado até certo nivel de indculo do patégeno, sendo que este efeito pode
ser suprimido em atas populagcbes do nematdide (Tabela 2). Esse efeito também foi
observado no nimero de nés das plantas de soja. O menor nimero de nds foi encontrado no
tratamento com FMASs e 4000 ovos do NCS (T10), o que ndo diferiu estatisticamente dos
tratamentos sem o FMAs e sem NCS (T1) e sem FMAs e com 4000 ovos do NCS (T5). O
maior nimero de nés foi encontrado nas plantas micorrizadas e com 2000 ovos do NCS (T9),
0 que ndo diferiu estatisticamente dos demais tratamentos, com excecdo dos tratamentos
acima citados (T10, T1 e T5). A presenca dos FMAs aumentou 0 nimero de nds em 15%,
comparando-se as plantas nd micorrizadas sem nematéide (T1) e & micorrizadas sem
nematéide (T6). JA na presenca de 2000 ovos do nematoide do cisto da soja, a micorrizagéo
das plantas favoreceu 0 aumento no nimero de nés em 10% (Tabela 2).

A matéria seca das plantas de soja, avaliada aos 45 dias apds o plantio (DAP), ndo
diferiu estatisticamente entre os tratamentos, porém, o maior vaor de matéria seca foi
encontrado nas plantas micorrizadas e com 2000 ovos do NCS (T9), e plantas micorrizadas
com 1000 ovos do nematdide (T8), sendo esta 0,29 g e 0,28 g, respectivamente. O aumento na
massa seca pela presenca dos FMAs foi de 14%, observado pela comparacdo entre plantas néo
micorrizadas e micorrizadas sem indculo do nematéide do cisto (T1 e T6). O menor valor de
massa seca foi obtido nas plantas ndo micorrizadas e com 4000 ovos do nemat6ide do cisto
(T5), e nas plantas micorrizadas com 4000 ovos do nematdide (T10), sendo 0,165 e 0,17 g.
Isso indica que a €ficiéncia dos FMAS pode existir até certo nivel de populagdo do nematdide
do cisto dasoja. (Tabela 2).

Quanto a0 nimero de nddulos de bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico, os
valores ndo diferiram estatisticamente entre os tratamentos. Porém, pode-se observar uma
supressdo da nodulagdo nas plantas ndo micorrizadas e com atos niveis de indculo do
nematéide do cisto da soja (T4 e T5). A maor nodulagdo foi observada em plantas
micorrizadas e com 2000 ovos do NCS (T9). Em plantas micorrizadas e com 4000 ovos do
nematdide (T10), a nodulagdo teve valores proximos as plantas ndo micorrizadas, o que pode
ser conferido ao alto nivel de indculo do NCS. A presenca dos FMAs favoreceu a nodulagéo
em 60%, comparando 0s tratamentos com e sem micorriza, € com 2000 ovos do nematoide
(Tabela2).



Tabela 2- Vaores médios de atura de plantas, nimero de nos, matéria seca (MS), nimero de nédulos, peso seco de raiz, comprimento de raiz,
nimero de fémeas e de cistos em cultivar de soja BR 154 inoculadas com Glomus etunicatum (GE) e nematdide do cisto da soja, Santa Maria,
RS, 2004.

Tratamento Alturade N°denés MS N° Peso Comp.de  N° N°
plantas (cm) (9 nodulos Secoraiz raiz(g) fémeas cistos
(9)
T1) TESTEMUNHA 19,40 ab’ 3,40 bc 0,18a 6,40a 0,090ab 2500abc 00a 0,0a
T2) NSC500 23,52 ab 4,00 ab 0,26 a 860a 0,118ab 2358abc 18a 96b
T3) NSC 1000 20,22 ab 4,00 ab 0,21a 720a 0,108ab 25,78abc 0.8a 13,6 ab
T4) NSC 2000 16,90 b 3,80 ab 0,21a 400a 0106a 2212bc 12a 11,4 ab
T5) NSC 4000 15,68 b 360abc 0,16a 460a 0064b 16,80c 40a 206ab
T6) GE 21,64 ab 4,00 ab 0,21a 6,40a 0112a 33,08a 00a 0,0a
T7) NSC 500 X GE 18,20 ab 3,80 ab 0,25a 720a 0,098ab 2926a 02a 10,8 ab
T8) NSC 1000 X GE 20,38 ab 4,00 ab 0,28 a 940a 0,142a 3268ab 16a 15,2 ab
T9) NSC 2000 X GE 26,80 a 4,20 a 0,29 a 10,20a 0,126a 3158a 24a 19,2 &b
T10) NSC 4000 X GE 15,96 b 3,00c 0,17 a 540a 0,108ab 23,16abc 14a 2l4ab

* Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem dSignificativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

6€



2000 ovos do nematdide do cisto da soja 2000 ovos do NCS e Glomus etunicatum

4000 ovos do nematéide do cisto da soja 4000 ovos do NCS e Glomus etunicatum
Figura 1- Sintomatologia do atague do nematGide do cisto da soja (NCS) em plantas
inoculadas com Glomus etunicatum, em casa de vegetacdo, Santa Maria, RS, 2004.
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Com relagdo ao peso seco de raiz, as plantas micorrizadas e com 1000 e 2000 ovos do
nematdide do cisto da soja (T8 e T9 respectivamente) apresentaram maior peso de raiz. O
menor peso de raiz foi apresentado pelas plantas ndo micorrizadas e com ato nivel de indculo
de NCS (T5, com 4000 ovos do NCS). A presenca da micorriza favoreceu o aumento do peso
seco de raiz em 20%, comparando-se plantas micorrizadas e ndo micorrizadas (Tabela 2 e
Figura 1). Quanto ao comprimento de raizes, as plantas micorrizadas e com 4000 ovos de
nematdide do cisto da soja (T5) apresentaram o menor vaor. O tratamento micorrizado e sem
nematoide (T6) teve o maior comprimento de raiz, demonstrando um favorecimento dos
FMAs no aumento da superficie radicular. No geral, as plantas ndo micorrizadas apresentaram
menor desenvolvimento de raiz. As plantas micorrizadas e com menores niveis de nematéide
(500, 1000 e 2000 ovos) ndo diferiram do tratamento micorrizado (T6). A presenca dos
FMAs favoreceu o desenvolvimento de raizes em 24% entre as testemunhas (T1 e T6) e em
27% entre os tratamentos com o maior nivel deindculo do NCS (T5 e T10) (Tabela 2).

Quanto aos parametros de peso e comprimento de raiz, os dados encontrados neste
trabalho estédo de acordo com autores que afirmam que plantas ndo micorrizadas apresentam
menor peso e comprimento de raiz com o aumento do nivel de NCS (TYLKA, 1991).

Ja outros trabalhos tém demonstrado que um maior nimero de larvas de nematéide de
galhas ocorre em plantas micorrizadas comparativamente as ndo micorrizadas e relatam este
fato como sendo decorrente do aumento no sistema radicular promovido pelos fungos
micorrizicos arbusculares em plantas micorrizadas (ATILANO et a., 1976).

Entre todos os parémetros avaliados para determinar a agdo nematdide do cisto da soja
em plantas de soja micorrizadas, dois parémetros sdo de especial importancia: 0 nimero de
fémeas do NCS no sistema radicular das plantas e o nimero de cistos produzidos. Com
relagdo ao nimero de fémeas no sistema radicular, os valores ndo diferiram estatisticamente,
porém, observou-se que o menor nimero de fémeas foi encontrado em plantas micorrizadas
com nivel de inbculo do NCS de 500 ovos. O maior nimero de fémeas foi observado em
plantas ndo micorrizadas e com nivel de indculo de 4000 ovos do nematoide (T5). Neste nivel
de indculo, a presenca da micorriza favoreceu a diminuigdo do nimero de fémeas no sistema
radicular das plantas em 65%. Quanto ao nimero de cistos, observou-se maior reproducéo do
NCS em plantas com 4000 ovos do nematéide (T5 e T10). O nimero de cistos foi diminuido
em 41% entre plantas micorrizadas e ndo micorrizadas com nivel de indculo de 2000 ovos do
NCS. E interessante observar que as plantas micorrizadas e com 2000 ovos do NCS (T9),
mesmo apresentando um dos maiores valores de fémeas na raiz, conseguiram se desenvolver

melhor que as demais plantas que foram inoculadas com o nematoide, indicando uma menor
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severidade do ataque do patogeno. Isto ja foi confirmado por outros autores como Grandison
& Cooper (1986), que afirmam gque os FMAs tém condi¢des de diminuir a severidade do
ataque de varios patdégenos. O aumento na densidade da populagdo de NCS foi observado
neste trabalho e esta de acordo com Tylka (1991), que afirma que a densidade da populagéo
do NCS geralmente € maior em locais colonizados com FMAs (Tabela 2).

O efeito estimulatério dos FMASs no crescimento das plantas de soja aparentemente
resulta do aumento da nutricdo com fosforo das plantas micorrizadas, porém, outros trabalhos
indicam que a supressdéo do NCS pela presenca do FMAs ocorra devido a fendbmenos
biolégicos e ndo ao aumento da nutricdo por P, uma vez que atos niveis de fertilizagdo com
este elemento geralmente ndo afetam a populacdo do nematdide (TYLKA et al., 1991;
KELLAM & SCENCK, 1980). Essa supressdo, segundo Tylka (1991), pode ser consequéncia
da competicdo por nutrientes entre os organismos. Os FMAs dependem de fotossintatos do
hospedeiro nos primeiros estégios do desenvolvimento para colonizar a raiz. Este periodo de
intensa biossintese dos FMAs pode coincidir com o periodo de estabelecimento inicial dos
sitios de infeccdo do nematdide. Uma vez que o fungo requer no minimo 10 dias para se
estabelecer na raiz (KELLAM & SHENCK, 1980), uma insuficiéncia de nutrientes poderia
resultar na diminui¢éo da reproducédo dos nematoides.

Alguns autores também relatam que a presenca dos FMASs pode reduzir a habilidade
do nematdide de penetrar naraiz, ou a presenca do fungo pode influenciar sobre a formagéo,
das células gigantes, interferindo no desenvolvimento do nematéide (KELLAM & SHENCK,
1980).

2.3.2 Acado do Fipronil na eclosdo de juvenis do nematoide do cisto da soja

Varios produtos quimicos tém sido testados para controle de nematéides. Entretanto
ainda ndo foi estudada a agcdo do fipronil para esse controle. Nos resultados obtidos neste
experimento, a porcentagem de ecloséo de juvenis do nematoide do cisto da soja foi reduzida
guando houve a aplicacdo de fipronil (Tabela 3). Por estes dados, pode-se observar que houve
diferenca entre o tratamento padréo sem o uso do produto quimico e os demais tratamentos.
Observou-se também que o uso de menor dose do fipronil ja diminuiu em 50% a eclosdo de
juvenis do NCS (T5 e T2). Este resultado estd de acordo com Rocha & Campos (2003), que
estudando doses de Aldicarbe na eclosdo de juvenis de Meloidogyne, observaram que a
porcentagem de mortalidade na dose de 65 ppm do produto quimico em comparagdo com a
testemunha em &gua foi de 57%, apos 24 h de exposicdo as solugdes.
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Tabela 3 —Percentagem de eclosdo de juvenis do nematoide do cisto da soja eclodidos na

presenca do Fipronil, Santa Maria, 2004.

Tratamento Ecloséo de juvenis
(%)
T1) 150 mi/ha 16,5
T2) 20 mi/ha 335
T3) 40 mi/ha 34,4
T4) 600 mi/ha 8,8
T5) Testemunha 66,7

" Dosagem do fipronil utilizada nos tratamentos

A dosagem de fipronil recomendada para o controle de insetos varia de 20 mi/ha para
controle de formigas (Acromyrmex landolti landolti) a 375 mi/ha para o controle do bicudo do
algodoeiro (Anthonomus grandis). A dosagem destes produtos também € objeto de pesquisa
para a definicdo das melhores doses. A atividade dos produtos quimicos no solo causa morte
direta dos juvenis de Meloidogyne, inibe a ecloséo, reduz a mobilidade dos J2 e provoca
desorientacéo na penetragdo (FRANCO, 1992; GOURD et a., 1993). Namedida em que estas
concentracfes se reduzem por degradacdo ou lixiviagdo, estes efeitos tornam-se reversiveis
(ROCHA & CAMPQOS, 2003).

O fipronil parece ser um produto com alto potencial para o controle do nematéide do cisto
da soja. Assim, mais estudos deveréo ser realizados para se obter informagdes sobre as doses
mais eficazes para o controle. Também é necessario redlizar experimentos a campo para

avaliar o grau de eficiéncia deste produto.

2.4 Conclusdes

A inoculagdo das plantas de soja com Glomus etunicatum promoveu a diminuicdo do
ataque do nematdide do cisto da soja.

O principio ativo fipronil mostrou efeito positivo no controle da eclosdo de juvenis do

nematdide do cisto da soja.



Doses de 20 ml/ha do produto quimico fipronil causaram uma diminuicdo em 33,5%
na eclosdo de juvenis do nematdide do cisto da soja.
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CAPITULO II1. PCR-ITSDO NEMATOIDE DO CISTO DA SOJA RACA 3

3.1l ntroducéo

A utilizacdo de variedades resistentes a ragas de Heterodera glycines Ichinohe (NCS) é
um dos mecanismos mais recomendaveis para areas infestadas com esse nematdide. A
identificac8o precisa de racas destes nematoides € fundamental para a selecéo de variedades
de soja a serem cultivadas.

A identificagdo correta da raca de NCS € um aspecto muito importante, tanto para testes
de resisténcia em programas de melhoramento vegetal, como para a escolha de medidas de
controle mais adaptadas a cada situacéo.

Os métodos usuais de identificacdo de espécies de nematGides sdo baseados em critérios
morfolégicos e bioquimicos. A morfologia € uma caracteristica importante para a
identificac8o, em muitos casos, pode proporcionar uma rapida e confiavel caracterizacdo. A
identificac8o destes organismos € possivel por testes em hospedeiros diferenciais, testes
bioguimicos (serologia, eletroforese de proteinas totais, isoenzimas e focalizagdo isoelétrica) e
técnicas moleculares (Polimorfismos de Tamanho de Fragmentos de Restricdo — RFLP, DNA-
satélite, Reacdo de Polimerase em Cadela — PCR, andlise de restricdo do DNA Ribossomal,
Internal Transcripe Space - ITS, Intergenic Space — 1GS, DNA Fingerprinting por PCR, DNA
Polimorfico Amplificado Randémico — RAPD-PCR, PCR-arbitr&rio — AP-PCR,
Fingerprinting de Amplificacdo de DNA — DAF e Polimorfismo de Fragmentos Amplificados
— AFLP) (TENENTE & LEAL-BERTIOLI, 1999; MANSO, 1984). Contudo, estes métodos
s80 muito trabalhosos e empregados geralmente para fémeas. Para fins agrondmicos, o idedl
seria dispor de um método de deteccdo rgpido, aplicavel a um s6 individuo, em qualquer
estagio de desenvolvimento (RANDIG et al, 2004).

O uso de técnicas moleculares, através da andlise de DNA, possui a vantagem de ser um
processo rdpido e atamente sensivel. Estas técnicas ndo estdo sujeitas a variagdes fenotipicas,
a acdo do meio ambiente, ao estdgio de desenvolvimento do nematdide e a outros fatores que
possam afetar a morfologia do organismo (MANSO, 1984). Vérias técnicas moleculares de
DNA foram utilizadas na caracterizacdo e diferenciacéo de espécies e ragcas dos géneros
Bursaphelenchus, Ditylenchus, Globodera, Heterodera, Meloidogyne e Xiphinema
(CURRAN, 1991).

As primeiras técnicas de biologia molecular aplicada para nematides fitopatogénicos
envolvem a andlise do polimorfismo de fragmentos obtidos pela digestdo do DNA total com
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enzimas de restricdo (RFLPs) (CURRAN et a, 1985). Mas, foi somente devido a técnica de
amplificacéo de DNA por PCR que uma melhor discriminagdo interespecifica pdde ser obtida,
e gue métodos de diagndstico foram propostos, como por exemplo, a amplificacdo de regifes
de DNA mitocondrial ou ribossomico (POWERS & HARRIS, 1993; PETERSEN et al, 1997).
As técnicas de PCR permitem a amplificacdo de regifes especificas do genoma nado
conservadas (ITS- Internal Transcribed Spacer) localizadas entre regides atamente
conservadas. Este arranjamento permite a construcéo de primers capazes de detectar estas
regioes.

Para 0 nematdide do cisto da soja, a identificagdo é extremamente complexa, exigindo
métodos préticos, sensiveis e precisos. Segundo Baldwin & Mundo-Ocampo (1991), o género
Heterodera apresenta 25 espécies muito semelhantes morfologicamente que pertencem ao
grupo schachtii. Atualmente, 11 racas estdo descritas para 0 nematGide do cisto da soja
existentes no Brasil (MENDES, 1993), sendo o méodo de andise por DNA o que permite
diferenci&las com maior rapidez e seguranca. No entanto, apesar de existirem numerosas
técnicas disponiveis (JONES, et a, 1997) para a identificacdo molecular de nematdides
fitopatogénicos, os trabahos se restringem, principamente, a nemat6ides do género
Meloidogyne sp, e poucos trabalhos do espécime Heterodera glycines.

Assim, o objetivo deste trabalho foi agilizar um protocolo eficiente para extragdo de DNA
dos cistos de Heterodera glycines e estudar via PCR-ITS araca 3 do nematdide do cisto da
soja

3.2Material e M é&odos

3.2.1) Obtencéo e manutencao da populacdo do nematdide do cisto da sojaraca 3

A raca trés do nematGide do cisto da soja (NCS), Heterodera glycines (Icnhohe, 1952)
utilizada neste estudo foi obtida junto a Embrapa/ CNPT/ Passo Fundo/ RS, através do Dr.
Paulo Fernando Bertagnolli.

A populacdo foi mantida em vasos de argila com capacidade de 5Kg em um substrato de
solo e areia na proporcédo de 1:2. Nos vasos foi plantada soja cultivar Lee. Os vasos
permaneceram na casa de vegetacdo do Departamento de Solos/ UFSM/ RS.

3.2.2) Extracéo do DNA
Para a extragcdo do DNA foram utilizados cistos do NCS coletados do solo. A extragdo dos
cistos se deu a partir de aliquotas de solo que foram suspensas em &gua e vertidas através de
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peneiras de malha 25 e 100 mesh. O material retido na peneira de 100 mesh foi recolhido em
papel toalha sobre placas de Petry e selecionado em microscdpio estereoscopico com aumento
de 20 vezes. Os cistos maiores e aparentemente viaveis foram escolhidos para a extracdo do
DNA. Os procedimentos laboratoriais para extragdo de DNA ocorreram conforme
recomendacdo de Sambrook et a (1989). Os cistos selecionados foram submetidos ao
processo de extracdo de DNA, que constitui-se da maceragcdo dos cistos em 600 i de buffer
CTAB com 20% de proteinase K (>20 unidades’ mg). As amostras depois de maceradas
foram homogeneizadas em misturador por 1 min e incubadas em banho-maria a 65°C por 20
min. Apos retiradas do banho-maria foi adicionado a elas 600 nL de fenol: cloroférmio:
isoamyl dlcool (25:24:1), e as amostras foram novamente submetidas a homogeneizagdo em
misturador por 5 min e centrifugadas a 18894 rcf, rotor 12130 por 8 min a 6°C, em centrifuga
Sigma Laboratory Centrifuge 4K15. Depois da centrifugagdo das amostras o sobrenadante foi
transferido para outro tubo, ao qual foi adicionado 600 L de fenol: cloroférmio: isoamyl
dlcool (25:24:1), e foi centrifugado a 18894 rcf por 8 min a 6°C. O sobrenadante foi, ent&o,
retirado e adicionado a um novo tubo contendo 400 nL de isopropanol. As amostras foram
homogeneizadas novamente em misturador e o0s tubos permaneceram em temperatura
ambiente por 5 min. Apds este periodo as mesmas foram centrifugadas a 18894 rcf por 5 min.
ApOs este processo, descartou-se o liquido sobrenadante e inverteu-se o tubo por 5 min para
retirar todo o isopropanol. Ressuspendeu-se o pellet com 100 nL de etanol gelado (70%) e as
amostras permaneceram em temperatura ambiente por 5 min. Apos este tempo as amostras
foram centrifugadas a 18894 rcf por 8 min. Descartou-se o sobrenadante e deixou-se o etanol
evaporar por 5 min. O pellet foi entdo ressuspenso em 50 L de solugdo TE e armazenado a -
20°C (CASWELL-CHEN et al., 1992).

3.2.3) Tratamento das amostras com RNAse

ApOGs a extragd do DNA, as amostras foram submetidas ao tratamento com RNAse.
Adicionaram-se as amostras 2 % do volume da amostra de RNase e as mesmas permaneceram
em banho-maria a 37°C por 30 min.

3.2.4) Andlise do produto em gel de agarose

O DNA extraido ap06s ser submetido a tratamento com RNAse foi analisado em gel de
agarose 1%. O gel de agarose consiste de 100 ml de solucdo TBE (108g de tris, 559 de &cido
borico, 40 mL de EDTA 0,5 M, 1L de H,O MiliQ, pH 8,0) e 1g de agarose. Essa mistura foi
dissolvida em forno de microondas e ao esfriar adicionou-se a ela 0,5 pL de brometo de
etideo para visualizacdo da presenca de DNA. O gel foi corrido em cuba, em voltagem de 80
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mV. Depois de redlizada a corrida do gel, este foi visualizado em luz ultravioleta e
fotografado com camara para fotografia de gel marca Kodac.

3.2.5) Reacéo de PCR

As amostras de DNA gendmico foram submetidas a PCR (Reagdo de Polimerase em
Cadeia) para a amplificacdo enzimatica do DNA. Este processo ocorre in vitro, através de
primers de oligonucleotideos complementares as fitas opostas do DNA desgjado. Os primers
utilizados possuiam a seguinte sequéncia de nucleotideos ITSL:
TCCGTAGGTGAACCTGCGG e ITS 4: TCCTCCGCTTATTGATATGC. A reacéo de PCR
utilizada foi a seguinte: 1,0 uL de DNA; 2,5 pL de buffer de PCR; 3,5 uL de DNTP; 2,0 uL
de MgCly; 3,0 uL do primer I1TS1; 3,0 pL do primer 1TS4; 0,5 unidades da enzima Taq
polimerase (5 unidades/pL); 9,5 pL de agua MiliQ. Os ciclos do PCR seguiram as seguintes
condicBes: primeira extensdo 94°C por 3 min; desnaturacéo 94 °C por 45 s; anelamento 64 °C
por 30 s; O nimero de ciclos foi de 30 ciclos seguidos por uma segunda extenszo 72 °C por
10 min e mantidas a 4 °C até o momento da visualizacdo do material no gel de agarose.

3.2.6) Caracterizacdo genética do nematéide do cisto da Sojaraca 3

Para diferenciagdo entre os isolados foi estudada a regi&o do ITS (Internal Transcribe
Space). O DNA amplificado foi novamente separado através de eletroforese em gel de
agarose 1,2% e as bandas visualizadas com o brometo de etidio, conforme item 3.2.4.

3.3 Resultados e Discussao

Para estudo em nivel de DNA foi extraido o DNA dos cistos (Figura 1) da raga 3 (Figura
2). ApoOs serem testados vérios métodos de extracdo, o método de Caswell-Chen et al. (1992)

mostrou ser 0 mais eficiente e &gil para aextracéo do DNA.




53

Figura 1- Cisto do nematoide do cisto da soja, Santa Maria, RS, 2004.
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Figura 2- DNA genémico de nematéide do cisto da soja ragca 3 (R3). Marcador molecular 1
Kb Plus DNA Ladder, Gibco (M), Santa Maria, RS, 2004.

No estudo do PCR-ITS, pode-se observar que o PCR gerou fragmentos de tamanho
aproximado de 650 pares de bases paraaraca 3 do NCS (Figura 3).
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Figura 3- Produto de PCR-ITS do nematoide do cisto da sojaraca 3 (R3). Marcador molecular
1 Kb Plus DNA Ladder, Gibco (M), Santa Maria, RS, 2004.

O uso da regido do ITS tem sido uma ferramenta poderosa para a caracterizacéo e
identificac8o de espécies, principalmente quando a identificagdo morfologica deixa dividas.
Assim, mais estudos devem ser realizados a fim de poder se obter padrdes das populacoes
e/ou ragas presentes nos municipios estudados no estado do Rio Grande do Sul. Contudo, €
importante salientar que nenhuma técnica isolada é satisfatoria e que se deve utilizar todos os
recursos possiveis para a caracterizacdo e diferenciagdo das ragas do nematdide do cisto da
soja
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CONSIDERACOESFINAIS

Pelos resultados obtidos neste estudo pode-se considerar que:

- Estudos a campo devem ser feitos para avaliar a capacidade de supressdo dos fungos
micorrizicos arbusculares na reproducéo do nematdide do cisto da soja. Se esta supressdo for
possivel a campo, préticas culturais podem ser sugeridas para promover o favorecimento da
comunidade destes fungos no solo, resultando em uma diminuicdo dos niveis de parasitismo
do nematéide do cisto da soja, bem como no aumento da producéo de soja;

- Estudos com outras espécies de fungos micorrizicos arbusculares e com diferentes doses
de inéculo do fungo deverdo ser realizados com o objetivo de avaliar o potencial de controle
dos diferentes fungos e melhor dose de inéculo para que ocorra o controle;

- Estudos com doses do fipronil, em casa de vegetacdo, para avaliar o potencial de
controle do nematdide do cisto da soja, devem ser realizados,

- Aplicagles das séries diferenciadoras de racas e extracdo do DNA das populaces
coletadas no campo sd0 necessarias para que se identifique a raga dos nematoides do cisto da
soja que estdo ocorrendo nestas éreas;

- A partir do conhecimento das populagdes de nematdides que ocorrem em diferentes
ambientes serd possivel caracterizé-las geneticamente e saber qual o nivel de diferenciagcéo
destas populagBes. Isto contribuird para que o desenvolvimento de cultivares resistentes sgja
mais especifico para cada regido dependendo da populagdo de nematdides predominante no
local. Assim serd possivel avaliar se as ragas inoculadas nos hospedeiros diferenciadores
apresentam variabilidade genética no que concerne ao DNA.



