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RESUMO

SCHWAN, Adriana Viana, M.S., Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, abril de
2003. Antagonismo de Espécies de Crotalaria ao Nematdide de Cisto da Soja

(Heterodera glycines Ichinohe raga 10).

Estudou-se a hospedabilidade de Crotalaria sp., Crotalaria paulina, C.
breviflora, C. retusa, C. ochroleuca, C. striata, C. anagiroide, C. spectabilis e C. juncea
a Heterodera glycines raca 10. O nematdide penetrou nas raizes de todas as espécies
avaliadas. Crotalaria retusa e C. ochroleuca mostraram-se hospedeiras do nematéide,
pela presenca de fémeas e ovos aos 30 e 45 dias de cultivo. Pelo estudo do
desenvolvimento de H. glycines em raizes das crotalarias verificou-se que J2
penetraram em todas as espécies. Apenas nas espécies C. retusa, C. ochroleuca e C.
Jjuncea, os nematdides atingiram os estddios de juvenil de terceiro e quarto estadios,
porém, ndo atingiram a maturidade. O nematoide atingiu o estddio adulto (fémeas e
machos) na soja BRS 133, porém, no periodo de condugdo do ensaio (33 dias) ndo foi
observada producao de ovos.

Diferentes espécies de Crotalaria foram inoculadas com H. glycines e
mantidas em casa de vegetagcao por 60 dias. Apds este periodo a parte aérea das plantas
foi eliminada, e o sistema radicular incorporado e homogeneizado ao substrato. Cistos e
juvenis foram quantificados. Nao foi possivel recuperar cistos de H. glycines das
amostras de substrato retiradas de vasos onde se cultivou as crotalarias, enquanto que,
no tratamento testemunha recuperou-se 31,2 cistos por 100 cm’ de substrato. Menor
nimero de juvenis de segundo estddio foi recuperado nos tratamentos com crotalaria
comparado a soja. Transplantou-se soja BRS 133, suscetivel a H. glycines, para cada um
dos vasos contendo o substrato e as raizes de crotalaria. Aos 45 dias ap0s o transplantio,

o sistema radicular da soja foi avaliado quanto a presenca de fémeas, cistos e ovos. Os
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nimeros de cistos, ovos e juvenis de segundo estadio (J2) presentes no substrato foram
também quantificados. Em adi¢@o, foram coletados os sistemas radiculares de duas
plantas de cada espécie, e foram examinados para constatacio da penetracdo de H.
glycines. Todas as varidveis avaliadas evidenciaram efeito antagonista de crotalaria a H.

glycines.
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ABSTRACT

SCHWAN, Adriana Viana, M.S., Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, april
2003. Antagonism of Crotalaria species to the Soybean Cyst Nematode (Heterodera

glycines Ichinohe).

The reaction of Crotalaria paulina, C. breviflora, C. retusa, C. ochroleuca,
C. striata, C. anagiroide, C. sp., C. spectabilis e C. juncea to Heterodera glycines was
studied under greenhouse conditions. Second-stage juveniles penetrated all plant species
tested. Crotalaria retusa and C. ochroleuca had females and eggs in their roots, and
were regarded as H. glycines hosts.

Nine Crotalaria species were inoculated with H. glycines and maintained
under greenhouse conditions for 60 days. After that period the above ground plant parts
were removed, and the crotalaria roots mixed with the soil. Cysts and juveniles were
enumerated from substratum samples. No cysts were recovered from any crotalaria
treatment, whereas a smaller number of juveniles were extracted from crotalarias
treatment compared to the check treatment (H. glycines-susceptible soybean BRS 133).

Soybean plants were transferred to each pot, previously cropped with
Crotalaria for 60 later days. Forty-five days after soybean roots were examined for the
presence of H. glycines females, cysts and eggs. Cysts, eggs and second-stage juveniles
(J2) present in the soil were also assessed. We collected the systems root of two plants
from each species tested, and they were examined for H. glycines penetration. Data
analysis indicated a strong antagonistic effect of all Crotalaria species against H.
glycines.

We also studied H. glycines development in Crotalaria roots and observed
penetration by J2 in all species. Only third and fourth-stage juveniles were detected on

C. retusa, C. ochroleuca and C. juncea. No females nor males were observed.
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1. introducao

A soja (Glycine max (L.) Merril) € a mais importante oleaginosa cultivada
no mundo, participando com 51% do total das principais oleaginosas. A producdo
mundial de soja, cujo volume é significativo no mercado internacional de produtos
agricolas, é oriunda principalmente dos Estados Unidos, Brasil e Argentina. Esses
paises participam com 80% da producao e 90% do mercado mundial de soja (Roessing
& Guedes, 1993). A China ocupa o quarto lugar na producdo mundial, porém ndo
participa do mercado internacional, consumindo internamente sua produgdo. O Brasil é
o segundo maior produtor e exportador mundial de soja, com uma darea plantada de
cerca de 17.956.300 de hectares e producdo estimada em 49.647.300 de toneladas na
safra 2002/2003 (CONAB, 2003).

Entre os principais fatores que limitam a obten¢do de altos rendimentos em
soja estdo as doengas que, em geral, sdo de dificil controle. Aproximadamente 40
doencas causadas por fungos, bactérias, nematdides e virus ja foram identificadas no
Brasil. Esse nimero continua aumentando com a expansio da soja para novas areas e
como conseqiiéncia da monocultura. A importancia econdomica de cada doenga varia de
ano para ano e de regido para regido, dependendo da condi¢do climadtica de cada safra.
As perdas anuais de soja por doencas sdo estimadas em cerca de 15% a 20%, entretanto,
algumas doencas podem ocasionar perdas de quase 100%, individualmente (Embrapa,

2000).
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O nematdide de cisto da soja (Heterodera glycines Ichinohe, 1952),
constitui-se num dos principais fatores limitantes para a producdo dessa leguminosa em
todo o mundo (Wrather et al., 1997). A doenca causada por este nematdide,
primeiramente observada no Japdo em 1915, recebeu a denominacdo de nanismo
amarelo, devido aos sintomas exibidos pelas plantas infectadas. A infec¢do por H.
glycines pode resultar em perdas elevadas na produgdo ou até mesmo na destruicao total
das lavouras, obrigando os produtores a abandonarem as dreas infestadas por longo
periodo (Manso & Tenente, 1984).

O controle de Heterodera glycines, é bastante complexo. Primeiramente,
medidas preventivas devem ser tomadas, evitando a introducio destes organismos em
areas onde ainda ndo estdo presentes (Ferraz et al., 2001). Uma vez presente no solo, o
nematdide de cisto da soja ndo pode ser eliminado, entretanto, deverd ser manejado
para minimizar sua reproducdo e maximizar a producdo da soja (Tylka, 1994). O
manejo da cultura da soja para o controle do nematdide de cisto da soja baseia-se na
manipulacdo de algumas praticas culturais, visando reduzir a populacdo e criar
condic¢des desfavordveis ao desenvolvimento do nematdide no solo. Com isso, qualquer
pritica que reduza o estresse deverd aumentar a capacidade das plantas em tolerar o
parasitismo do nematdide (Schmitt, 1991).

O uso de cultivares resistentes foi a primeira tatica de manejo utilizada para
reduzir os danos causados pelo nematéide de cisto da soja, entretanto, o uso continuo de
uma mesma variedade resistente exerce pressdo de selecdo sobre a populacdo do
patégeno, podendo levar ao predominio de ragas capazes de parasitar tal variedade
(Riggs & Schmitt, 1988; Niblack, 1992). A utilizacdo da resisténcia genética, embora
desejavel, é limitada pela escassez de cultivares resistentes adaptadas as diferentes
regides produtoras de soja (Ferraz et al. 1999).

O controle quimico através de nematicidas apresenta varios inconvenientes,
pois estes produtos sdo caros, altamente toxicos, persistentes, t€m amplo espectro, e
podem contaminar dguas subterraneas, representando desta forma um grande risco a
outros organismos e ao ambiente. Devido a estes problemas, nematicidas disponiveis no
mercado vém sofrendo grandes restricdes de uso em muitos paises (Ferraz & Valle,
1995) .

Rotag¢do de culturas é um método pratico e efetivo no controle do nematéide

de cisto da soja. Mesmo dispondo de cultivares resistentes, a rotagdo de culturas é
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recomendavel, com o propdsito de manter em niveis baixos a populacdo do nematdide
no solo e permitir a utilizagdo, também, de cultivares suscetiveis em rotagdo. A
utilizacdo de cultivares resistentes e suscetiveis em rotagdo com uma espécie nao
hospedeira tem a funcdo de diminuir a pressao de selecao das cultivares resistentes na
populacdo do nematédide evitando a mudanca de raca (Garcia et al., 1999). As vantagens
deste método se tornam mais atrativas quando se tem um maior nimero de espécies de
plantas ndo hospedeiras e de importancia econdmica disponiveis para uso em esquema
de rotac@o com a soja (Diogo et al, 2000).

Outro método para o controle de fitonematéides € o uso de plantas
antagonistas. A atividade antagdnica de diversas plantas ja foi comprovada sobre varias
espécies de nematdides. A descoberta de plantas que exercam efeito antagdnico e que
possam ser cultivadas em rotacdo de cultura ou sucessdo com a soja pode fornecer
novas alternativas para extensas dreas de plantio de soja, que se encontram
comprometidas devido aos elevados niveis populacionais deste nematéide (Ferraz et al.,
1999).

No Brasil, o estudo da acdo antagdnica de diversas espécies de Crotalaria
tem se concentrado em relacdo a Meloidogyne sp. (Jachn & Mendes, 1979; Asmus &
Ferraz, 1988; Silva, 1988; Silva et al., 1990a, b; Andrade & Ponte, 1999). Poucos
pesquisadores t€m estudado o efeito de Crotalaria spp. sobre popula¢des de Heterodera
glycines (Riggs, 1987; Valle, 1996; Schwan et al., 2001). Assim, este trabalho teve por
objetivos: a- Estudar a reacdo de algumas espécies de Crotalaria a Heterodera glycines;
b- Verificar o antagonismo destas plantas ao nematéide e c- Estudar a penetracdo e o

desenvolvimento de Heterodera glycines em espécies de Crotalaria.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Historico e Distribuicao Geografica de Heterodera glycines

Noel (1992), em ampla revisdo sobre o histérico e a distribuicdo de H.
glycines, relata que em época anterior ao ano 235 a.C., Lu Bu Wei, na China, escreveu
sobre a ocorréncia de certa doenga associada com determinado organismo em raizes de
soja, acreditando tratar-se do nematdide de cisto da soja. A primeira descricdo do
nematoide de cisto da soja € atribuida a Hori em 1915, no Japdo. Apesar de ter sido
relatada na regido da Manchdria em 1880 (Noel, 1992), a doenca ja era conhecida
naquele pais hd pelo menos 30 anos antes do relato de Hori, pelo o nome de “doenga de
noite de luar”, devido ao sintoma de reboleiras amarelas na lavoura.

Em 1919, Katsufugi criou o termo “nanismo amarelo da soja”, para referir-
se a doenca provocada pelo nematdide, que naquela época acreditava-se tratar de
Heterodera schachtii A. Schmidt. Somente em 1952, a espécie do nematdide foi
nomeada por Ichinohe como H. glycines. Apds seu primeiro registro no Japao, em 1915,
a presenga de H. glycines foi documentada em vérias regides do mundo, como na Coréia
em 1936; na provincia de Heilongjiang, na antiga Unido Soviética em 1938; em Taiwan
em 1958, e na ilha de Java na Indonésia em 1984 (Noel, 1992).

Na América do Norte, H. glycines ocorre nos Estados Unidos e Canada. O

primeiro relato da ocorréncia do nematéide de cisto da soja nos Estados Unidos foi feito
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no Estado da Carolina do Norte, numa drea com histérico de cultivo de flores a partir de
bulbos importados do Japdo, podendo ser esta uma das possibilidades de introdu¢do do
patégeno naquele pais (Winstead er al., 1955). O primeiro registro do nematéide de
cisto da soja no Canada foi feito na regido de Ontédrio em 1987 (Anderson et al., 1988).

Na América do Sul, foi relatado pela primeira vez, em 1983, ocorrendo em
areas de soja e feijao, no Vale de Cauca na Colombia (Gomez-Tovar & Medina, 1983) e
no Brasil em Nova Ponte-MG (Lima et al., 1992), Campo Verde-MT (Lordello et al.,
1992) e Chapadao do Céu e Aporé-GO ( Monteiro & Morais, 1992).

2.2. Importancia do Nematdide de Cisto da Soja

A partir dos relatos iniciais de H. glycines no Brasil, a disseminagdo ocorreu
rapidamente, pelas principais regides produtoras de soja do Pais, atingindo uma &rea
estimada em 2.000.000 de ha, cinco anos apds sua constatacdo (Silva, 1999). Hoje, o
nematoide de cisto da soja ja4 estd presente em cerca de 85 municipios brasileiros,
distribuidos nos Estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais,
Sao Paulo, Rio Grande do Sul e Parand (Embrapa, 2000; Portz et al., 2001), O maior
nuimero de municipios com dreas infestadas ocorre no Centro-Oeste brasileiro, em
regides de cerrado (Quadro 1). Atualmente a drea infestada estd estimada em mais de
3.000.000 de ha, causando prejuizos superiores a 200 milhdes de ddlares (Yorinori,
2000).

A disseminacdo ocorre de vdarias maneiras, isso porque os cistos de
Heterodera glycines podem ser levados de uma 4rea para outra, a curtas e longas
distancias, por qualquer meio que envolva movimentagdo do solo, tais como vento, dgua
de superficie (enxurrada, irrigacdo ou inundac@o), maquinas e implementos agricolas,
veiculos, homem, animais domésticos e selvagens, passaros, sementes mal beneficiadas
que contenham particulas de solo e materiais inertes contaminados (Embrapa, 2000). Os
cistos sdo resistentes as condi¢des desfavordveis como temperatura, umidade, aeracdo
do solo e auséncia de plantas hospedeiras, podendo permanecer vidveis no solo por mais

de 8 anos (Manso & Tenente, 1984).
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Em paises como Japdo, Coréia, Indonésia, China, Taiwan, Colombia e
especialmente nos E.U.A., onde se encontra largamente disseminado, H. glycines é
considerado um dos maiores problemas fitossanitarios da cultura da soja. Em 1979, foi
responsavel por perda de 352 milhdes de ddlares na producdo norte-americana (Moore
et al., 1990). Como o nematdide de cisto da soja se adapta as mesmas condicdes
favoraveis a cultura da soja, o patégeno é uma ameaca em toda 4rea onde for cultivada
(Manso & Tenente, 1984).

Trata-se de um nematdide muito agressivo que infecta raizes e provoca
amarelecimento das folhas e diminui¢do na produtividade de graos. Nas dareas
produtoras de soja com alta infestacdo do nematéide, normalmente observa-se manchas
em reboleiras. Em muitos casos, encontram.se plantas mortas (Manso & Tenente,1984).
Esses sintomas sdao, em grande parte, devido a deficiéncia de nitrogénio resultante da
supressdo da nodulagcdo da bactéria simbionte Bradyrhizobium japonicum (Huang &
Barker, 1983) e destrui¢do do sistema radicular. Existem relatos de dreas, que, mesmo
com baixa densidade populacional desse nematdide, com redugdes significativas da
producdo sem ocorrer a expressao tipica dos sintomas da parte aérea, comuns em 4areas
com altas populacdes do nematdide de cisto da soja (Young, 1996 citado por Andrade &
Asmus, 1997). Wang & Niblack (1993), observaram perdas significantes em campo
utilizando cultivares de soja suscetivel, com relag@o a cultivares resistentes, entretanto, a
redugdo a campo ndo foi acompanhada de sintomas visuais. Apesar de nao se observar
sintomas claros na parte aérea, em dreas produtoras de soja infestadas por H. glycines,
existe a possibilidade que esteja ocorrendo danos, expressos em reducdo de grdos

(Asmus & Andrade 1999).
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QUADRO 01. Municipios brasileiros com ocorréncia de Heterodera glycines desde 1992.

ANO
UF 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 TOTAL
GO Chapadio do Céu Jatai Perolandia Rio Verde Campo Alegre Ipameri 11
Mineiros Portelandia Vian6polis Cataldo
Serran6polis
MG Irai de Minas Romaria Indiandpolis Uberlandia Estrela do Sul Cons. das Alagoas 25
Monte Carmelo Patos de Minas Uberaba Conquista
Nova Ponte Pedrinépolis Perdizes Tupaciguara
Sta. Juliana Patrocinio Agua Comprida
Sacramento Araguari
Cascalho Rico
Jodo Pinheiro
Buritis
Paracatu
Pres. Olegdrio
Coromandel
MS Chapadio do Sul Costa Rica Cassilandia Agua Clara Alcinépolis Sonora 08
Sido Gabriel D’Oeste
Camapud
MT Campo Verde Campo Novo dos Parecis  Ch. dos Guimarées Sapezal Alto Taquari Sorriso General Carneiro  Guiratinga Tesouro 24
Diamantino Deciolandia Poxoréo Campos de Jilio Nova Ubirata
Jaciara Dom Aquino Aren6polis Tapurd
Primavera do Leste N.S. Joaquim Itiquira Nova Marilandia
Sao José do Rio Claro Tangard da Serra
RS Cruzeiro do Sul S. Miguel das Missdes 02
Sp Palmital Florinea Candido Mota Campos Novos Paulista 10
Taruma Cruzilia Pedrinhas Paulista Pitangueiras
Assis Maracaf
PR Sertaneja Cornélio Procépio Mal. Candido Rondon 05
Sertanépolis
Le6polis
TOTAL 06 06 15 17 18 07 06 06 03 01 85

EMBRAPA (2000), com modificagdes.
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2.3. Biologia e Ciclo de Vida

A duracdo do ciclo de vida do nematéide de cisto da soja pode variar de 21 a
24 dias sob temperatura favordvel de 23 a 25°C (Tihohod, 2000). Em um unico cultivo
de soja podem ocorrer de 4 a 5 geracdes (Young, 1992). Temperaturas do solo entre 22
e 30°C permitem que o nematdide complete uma geracdo em 21 dias, porém, abaixo de
22°C a geragdo completa-se em 28 dias (Alston, 1985 citado por Alston & Schmitt,
1987).

Heterodera glycines passa por quatro estddios juvenis, intercalados por
quatro trocas de cuticulas (ecdises) em seu ciclo de vida até a formagdo de fémeas,
machos e cistos. Os dois primeiros estddios juvenis sao observados ainda no interior do
ovo. O primeiro estadio juvenil (J1) sofre ecdise e torna-se um juvenil de segundo
estddio (J2). Juvenis de segundo estidio eclodem dos ovos, movem-se a pequenas
distancias através do solo, e penetram nas raizes das plantas. A penetracao
freqiientemente ocorre abaixo da zona de maturacdo da raiz, onde o tecido é jovem
porém diferenciado (Schmitt & Riggs, 1989; Young, 1992). Ao penetrar a raiz, provoca
ruptura dos tecidos e migra através do cortex, dilacerando as células no caminho
percorrido. A a¢do de enzimas pré-digestivas, excretadas em torno da regido labial do
nematodide, estimula a dilatacdo e coalescéncia das células do tecido vascular, pela
dissolu¢do da parede de células adjacentes, tornando-as multinucleadas e ricas em
nutrientes, originando um sitio de alimentacdo denominado sincicio (Tihohod & Santos,
1993). A inducdo do sincicio por H. glycines em raizes de soja € vital para o seu
desenvolvimento e sobrevivéncia (Gémez-Tovar & Medina, 1983). O juvenil aumenta
de tamanho, ocorre a troca de cuticula e torna-se juvenil de terceiro estadio (J3). O
estddio J3 dura menos que 24 horas. Apds ocorre outra ecdise e torna-se juvenil de
quarto estadio (J4), onde a diferenciacdo sexual é evidente. A dltima ecdise que dard
origem a machos, ocorre 1 a 3 dias antes da ecdise de fémeas. Os machos migram e
cingem-se na matriz gelatinosa produzida pela fémea. Ocorre a cépula e o esperma
migra para a espermateca onde os ovos sao fertilizados (Schmitt & Riggs, 1989).

A fémea adulta tem formato limoniforme e muda de cor, passando do
branco ao amarelo e marrom, quando se transforma em cisto. A fémea pode produzir de

200 a 600 ovos, que sdo inicialmente depositados em uma matriz gelatinosa, sendo que
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a maioria permanece dentro do corpo da fémea que apds sua morte, transforma-se em

cisto (Schmitt & Riggs, 1989).

2.4. Fatores que Afetam o Ciclo de Vida de Heterodera glycines

Muitos processos do ciclo de vida de H. glycines sdo influenciados pela
temperatura e pelo movimento do nematdide no solo em direcdo as raizes. A
movimentacao de juvenis no solo é dependente do espago poroso e de um filme de dgua
ao redor de particulas do solo. O nivel de dano pode depender parcialmente do ambiente
do solo no qual as raizes das plantas estdo crescendo. Uma vez que o nematdide penetra
a raiz, seu crescimento e desenvolvimento se deve em grande parte por sua habilidade
para iniciar e manter o sitio de alimentacdo responsdvel pela sua nutricdo (Young,
1992).

A temperatura € o fator fisico mais importante que afeta o desenvolvimento
do nematdide. Temperaturas proximas a 24°C sdo mais favordveis a eclosido, mas esta
pode ocorrer entre 24 e 30°C. Porém, em temperatura de 40°C juvenis emergidos
morrem rapidamente (Slack & Hamblen, 1961). O maior indice de penetragcdo ocorre a
28°C (Hamblen et al.,1972). Adultos aparecem 12-14 dias apds a inoculagdo em
temperaturas entre 24 e 31°C. Apdés a infeccdo, juvenis ndo se desenvolvem em raizes
de plantas cultivadas em temperaturas do solo de 10°C ou 35°C (Ross, 1964), e
degeneracdo de juvenis nas raizes torna-se mais freqiiente em temperatura acima de
28°C (Alston & Schmitt, 1988).

Embora a eclosdo ocorra espontaneamente sob temperatura favordvel, é
maior na presenca de plantas hospedeiras, aparentemente devido aos estimulos
proporcionados pelos exsudatos radiculares (Koenning & Schmitt, 1985). Muitos
juvenis que penetram a raiz nao completam seu ciclo de vida devido a
incompatibilidade com o hospedeiro (Acedo et al., 1984).

Em altas densidades populacionais, ¢ comum, haver um maior

desenvolvimento de machos do que fémeas. O aumento do indice de machos ¢ atribuido



24

a morte de juvenis fémeas em condi¢des de estresse por falta de alimento devido ao
adensamento da populagdo (Koliopanos & Triantaphyllou, 1972).

A umidade do solo também € importante devido a necessidade de um filme
de dgua ao redor das particulas do solo para os nematéides se locomoverem, sendo que,
os potenciais de umidade do solo favordveis deverdo estar levemente abaixo da
capacidade de campo (Young, 1992).

O gendtipo da soja € outro fator importante associado ao ciclo de vida do
nematoéide de cisto da soja . A cultivar de soja utilizada pode ter um grande impacto em
suprimir a populacao inicial do nematéide no campo. (Young, 1992). Entretanto, o uso
continuo de uma mesma variedade resistente exerce pressdao de selecdo, favorecendo o

desenvolvimento de outras ragas capazes de parasitar essa variedade (Niblack, 1992).

2.5. Hospedeiros de Heterodera glycines

Estudos sobre a gama de hospedeiros de H. glycines demonstram que este
nematdide € capaz de parasitar um grande nimero de espécies vegetais (Riggs, 1992). O
hospedeiro principal € a soja, porém, outras plantas também podem ser infectadas por
este nematdide, tais como: Phaseolus vulgaris L. P. angularis L., Lespedeza
stipulaceae Maxium, Vicia sativa L., Lupinus albus L. Sesbania macrocarpa
Mubhlenberg e Lamium amplexicaul L. (Manso & Tenente, 1984).

Espécies de ervas daninhas tém sido relatadas como hospedeiras do
nematdide de cisto da soja. Trapoeraba (Commelina bengalensis L.) foi considerada
hospedeira de H. glycines, devido a observacdo de fémeas em seu sistema radicular
(Carnielli, 1995). Dias et al. (1995), estudando 17 espécies de plantas daninhas, entre
elas: beldroega (Portulaca oleracea L.), botdo-de-ouro (Galinsoga ciliata (Raf.) Blake),
capim carrapicho (Cenchrus echinatus L.), capim-pé-de-galinha (Eleusine indica (L.)
Gaertn), corda-de-viola (Ipomoea purpurea (L.) Roth), picdo preto (Bidens pilosa L.),
mentrasto (Ageratum conyzoides L.) ndao observaram a presenca de f€meas de

Heterodera glycines, raga 3.
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Outras espécies vegetais estudadas por Carnielli (1995): ervilha (Pisum
sativum L.), ervilhaca peluda (Vicia Villosa Roth), feijao fava (Phaseolus lunatus L.) e
feijdo comum (Phaseolus vulgaris) também foram consideradas hospedeiras de H.
glycines, por ter sido verificada a presenca de fémeas em seus sistemas radiculares.

Riggs & Schmitt (1988) consideram o indice de fémeas calculado pela
féormula IF = (nimero de fémeas no material testado/nimero de fé€meas na soja
suscetivel) x 100, para classificar a planta como hospedeira ou nao hospedeira de H.
glycines. Quando o indice de fémeas for igual ou maior que 10% a planta é hospedeira e
quando o indice de fémeas for menor que 10%, ndo hospedeira. Entretanto, Riggs
(1992), considera planta hospedeira de H. glycines quando pelo menos uma fémea com
ovos é formada. Este mesmo autor considera que a planta pode ser uma hospedeira ndo
eficiente ou uma hospedeira eficiente do nematdide, de acordo com o nimero de fémeas
no sistema radicular comparado com a cultivar suscetivel, levando em consideracdo o
indice 10% citado por Riggs & Schmitt (1988).

Alguns trabalhos relatam a penetracdo de juvenis de segundo estadio de H.
glycines nas raizes de algumas espécies de plantas, sem a subsequente formacdo de
fémeas (Riggs, 1987; Schmitt & Riggs, 1991). Riggs (1987), trabalhando com 66
espécies vegetais, dividiu as plantas por ele testadas quanto a reacdo a H. glycines em 5
categorias: 1- ndo houve penetracdo; 2- penetracdo sem desenvolvimento; 3- penetra¢do
e desenvolvimento somente até J3; 4- penetracdo e desenvolvimento até J4, mas o
nimero de adultos fémeas produzidas foi menor que 10% em relacdo a soja suscetivel e
5- penetracdo e desenvolvimento de fémeas maior que 10% em relagdo a soja suscetivel.
Sendo portanto, apenas plantas pertencentes a categoria 5 consideradas hospedeiras
eficientes. Diogo et al. (2000), testaram 51 espécies de plantas e apenas nas espécies
ervilhaca-comum (Vicia sativa), grao-de-bico (Cicer arietinum L.) do grupo Kabuli,
ervilha-forrageira (Pisum sativum L. var. arvense) e feijao vagem (Phaseolus vulgaris)
permitiram a multiplicacdo de H. glycines. As espécies ervilhaca comum e ervilha-
forrageira comportaram-se como hospedeiras nao eficientes pois, permitiram a
multiplicacdo do nematéide numa taxa inferior a 10% em relacao a soja.

Riggs (1992) relacionou os resultados de vdrios estudos sobre a gama de
hospedeiros de H. glycines em tabelas, dividindo as plantas hospedeiras em hospedeiros
eficientes e hospedeiros nao eficientes, sendo estas tultimas plantas nas quais sdo

formadas poucas fémeas. Este mesmo autor verificou que a reagdo de uma espécie
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vegetal a H. glycines pode variar em func¢do do cultivar testado e da populacdo do

nematoide.

2.6. Plantas Antagonistas de Heterodera glycines

Plantas antagonistas afetam negativamente a populacdo de fitonematdides,
como plantas armadilhas (o nematdéide penetra mas ndo completa o seu
desenvolvimento), hospedeiros ruins (hd penetracdo, mas poucos nematdides se
desenvolvem) ou aquelas que contém compostos nematicidas/nematostiticos em seus
tecidos, que podem ser liberados no meio externo ou atuar apenas no interior das plantas
(Ferraz & Valle, 1995). O uso de plantas antagonistas em esquema de rotacdo, plantio
consorciado ou como cultura de cobertura vegetal tem se mostrado uma alternativa
bastante eficiente no controle de H. glycines. Algumas delas sdo capazes de fixar
nitrogénio da atmosfera e todas fornecem expressivos volumes de matéria organica que
aumentam a atividade de fungos antagonistas, melhoram as caracteristicas gerais do
solo, além de liberarem &4cidos graxos voléteis, produtos da sua decomposi¢dao que sao
téxicos aos nematdides. Substancias quimicas, com efeito nematicida, t€ém sido isoladas
dessas plantas e produtos naturais ja estdo sendo comercializados (Ferraz et al., 2001).

A mucuna preta (Stizolobium atterrimum Piper & Tracy) tem sido a espécie
mais plantada e estudada deste género no Brasil, tendo se mostrado eficiente no controle
de Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood (Ferraz et al., 1977). Resultados
obtidos em casa de vegetacdo mostram que esta espécie também € eficiente em reduzir a
populacdo de H. glycines no solo, pois permite a penetracdo, porém, nao ocorre o
desenvolvimento (Valle, 1996).

Mucuna (Mucuna pruriens (L.) DC.) e capim pensacola (Paspalum notatum
Fluegge) reduziram populagcdes de Meloidogyne spp. € H. glycines em campo apds dois
anos de rotacdo com soja. As duas espécies foram consideradas igualmente eficientes
em reduzir as populagdes dos nematdides, entretanto, mucuna promoveu efeito mais

duradouro sobre a populagdo destes nematdides (Weaver et al., 1998).
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As leguminosas Aeschynomene americana L. e Indigofera hirsuta L.
(anileira), rotacionadas com soja por dois anos, reduziram em 95-100% as populacdes
de juvenis de H. glycines ragas 3 e 4 e Meloidogyne arenaria (Neal) Chitwood no solo
(Rodriguez-Kéabana et al., 1990).

Virias espécies de Crotalaria apresentam acdo antagdnica a nematdides,
com destaque para Meloidogyne (Andrade & Ponte, 1999; Asmus & Ferraz, 1988; Jachn
& Mendes, 1979; Silva et al., 1990a, b). Asmus & Ferraz (1988), testando o
antagonismo de algumas espécies leguminosas a M. javanica (Treub) Chitwood,
observaram que Crotalaria spectabilis Roth, C. juncea L. e C. paulina Schrank,
incorporadas ao solo, reduziram drasticamente a populacdo de M. javanica no solo,
comparadas ao tomateiro que dobrou a populagdo deste nematdide. Jachn & Mendes
(1979) avaliaram a penetracdo e desenvolvimento de M. incognita em raizes de C.
spectabilis. Através da coloracdo do seu sistema radicular e de exames histolégicos,
observaram que o nematdide penetra mas ndo se multiplica em C. spectabilis e
concluiram que o uso da leguminosa como adubo verde pode reduzir a populacio desse
nematéide no solo. Andrade & Ponte (1999), estudando o controle de M. incognita em
quiabeiro (Hibiscus esculentus L.) mediante o plantio consorciado com C. spectabilis,
observaram reducao significativa do nimero de galhas incitadas pelo nematéide.

Os mecanismos de resisténcia de Crotalaria a M. javanica foram estudados
por Silva et al. (1990b). Em um ensaio com C. juncea e C. spectabilis estes autores
observaram que o nematdide era atraido para as raizes destas plantas, ocorria
penetracdo, mas em intensidade inferior a observada em tomateiro (Lycopersicon
esculentum Mill.) utilizado como testemunha suscetivel. Bringel & Silva (2000),
também observaram o efeito antagdnico de C. spectabilis e C. juncea a Helicotylenchus
multicinctus (Cobb) Golden, no solo e em raizes de bananeira (Musa cavendishii L.).

Em casa de vegetacdo, cultivando soja cv. FT Cristalina em sucessio as
espécies C. ochroleuca G. Don., C. breviflora DC e Crotalaria anagyroides Kunth em
substrato infestado com uma populacdo de H. glycines raga 3, Schwan et al. (2001),
encontraram reduc¢do significativa no nimero de fémeas por sistema radicular.

H4 vérias espécies de plantas com propriedades antagdnicas e que podem
ser incluidas em programas de controle de fitonematdides. A utilizagdo dessas plantas

em épocas em que a cultura principal ndo pode ser explorada é uma alternativa atraente.
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Outra possibilidade € o plantio tardio da cultura principal, precedido por 2 a 3 meses de

cultivo de uma planta antagdnica de crescimento rapido (Ferraz & Valle, 1995).
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3. Material e
Métodos

3.1. Obtencao e Multiplicacao de H. glycines

A populagdo de Heterodera glycines raga 10, utilizada nos experimentos foi
obtida junto ao Laboratério de Nematologia da Embrapa Agropecudria Oeste —
Dourados, MS. A populacdo originalmente foi coletada no municipio de Chapadao do
Céu — GO. A identificacdo da raca foi obtida junto a Embrapa. A escolha da raga foi
devido a grande ocorréncia da mesma no Estado do Mato Grosso do Sul, e pela sua
disponibilidade em casa de vegetacao.

A partir desta amostra a populacdo de H. glycines foi mantida em vasos de
ceramica contendo como substrato solo, areia grossa e areia fina na proporcao 1:1:1,
previamente autoclavado, e cultivados com soja BRS 133 como planta hospedeira por
periodos superiores a 30 dias, para multiplicacio do indéculo. As raizes foram
cuidadosamente removidas dos vasos, colocadas sobre peneira de 0,85 mm de abertura
(20 mesh) acoplada sobre uma peneira de 0,15 mm de abertura (100 mesh) e submetidas
a jato forte de d4gua para a remocdo de fémeas. Fémeas e cistos retidos na peneira de 100
mesh, foram purificados pelo método da flotagdo centrifuga em solug¢do densa de
sacarose (615 g de sacarose/LL de dgua). O material retido na peneira de 0,15 mm de

abertura, foi centrifugado em 4gua a 420 G por 5 minutos, apds, foi descartado o
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sobrenadante e o restante centrifugado com a solu¢@o de sacarose densa por 1 minuto. O
sobrenadante foi vertido na peneira de 0,15 mm de abertura, lavado em 4gua corrente
para remocao do excesso de sacarose e recolhido com 4gua. Fémeas e cistos foram
esmagados para a liberacdo dos ovos com auxilio de um macerador de tecidos. Em
seguida, foi feita a contagem dos ovos em camara de Peters em microscopio
estereoscopico.

Para atender os objetivos propostos, foram desenvolvidos trés experimentos,

0s quais serdo descritos a seguir.

3.2. Hospedabilidade de Algumas Espécies de Crotalaria a Heterodera glycines

O experimento foi conduzido em casa de vegetacio, na Embrapa
Agropecudria Oeste — Dourados, MS, no periodo de fevereiro a maio de 2002.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com dez
tratamentos e oito repeticdes. Os tratamentos consistiram de nove espécies de
Crotalaria: Crotalaria sp. (designada pela Embrapa Recursos e Biotecnologia como C.
sp2), C. spectabilis, C. juncea, C. breviflora, C. striata, C. paulina, C. retusa L., C.
ochroleuca, C. anagyroides e soja FT Cristalina utilizada como testemunha suscetivel.
As sementes das espécies de Crotalaria foram obtidas na Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia — Brasilia, DF.

As sementes de todas as espécies de Crotalaria e soja foram semeadas em
bandejas contendo como substrato uma mistura de solo, areia grossa e areia fina na
propor¢do 1:1:1, previamente autoclavados. Uma planta de cada espécie, com
aproximadamente 10 cm de altura, foi transplantada para vaso de polietileno com
capacidade 4 L, contendo substrato. Dois dias apds o transplantio, as plantas foram
inoculadas com 10 mL de uma suspensdo contendo 430 ovos de Heterodera
glycines/mL, depositada em orificios eqiiidistantes no solo, imediatamente preenchidos

com substrato.
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Foram feitas duas avaliacdes, aos trinta e aos quarenta e cinco dias apds a
inoculacdo. As avaliacOes consistiram em contar o nimero de fémeas e ovos/sistema
radicular.

Para a contagem do nimero de fémeas, as raizes foram cuidadosamente
separadas do solo, colocadas sobre uma peneira de 0,85 mm acoplada sobre uma de
0,15 mm de abertura, e entdo submetidas a um jato forte de dgua. Fémeas retidas na
peneira de 0,15 mm, foram recolhidas em uma placa quadriculada e contadas em
microscopio estereoscopico. Apds a contagem, as fémeas foram purificadas pelo
método de flotacdo centrifuga em solucdo densa de sacarose, onde a suspensdo foi
centrifugada durante 5 min a 420 G, descartou-se o sobrenadante, acrescentou-se a
solucdo de sacarose e centrifugou-se por 1 min a 420 G. O sobrenadante foi entdao
recolhido em peneira de 0,15 mm de abertura e lavado em dgua para retirar o excesso de
sacarose. Em seguida, as fémeas foram recolhidas e esmagadas com auxilio de um
macerador de tecidos para liberagdo e contagem de ovos.

Para observar se houve penetracdo do nematdide nas espécies de Crotalaria,
em cada época de avaliacdo, raizes de duas plantas de cada espécie foram separadas
submetidas a técnica de coloracdo de Byrd et al. (1983). As raizes foram
cuidadosamente colocadas entre duas laminas, observadas em microscopio
estereoscopico, e os nematdides enumerados de acordo com o estddio de
desenvolvimento (J2, J3/J4 e adultos).

Para andlise estatistica, os dados foram transformados em log (x+1) e
submetidos a andlise de variancia utilizando-se o programa SAS. As médias dos
tratamentos foram comparadas entre si, pelo teste LSD de Fisher, a 5% de
probabilidade. A partir do nimero de fémeas obtidas nas espécies de Crotalaria e na

soja calculou-se o indice de fémeas.

3.3. Penetracao e Desenvolvimento de Heterodera glycines em Crotalarias

O experimento foi conduzido no periodo de novembro de 2002 a janeiro de

2003, na Embrapa Agropecudria Oeste — Dourados, MS. As espécies de Crotalaria:
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C. spectabilis, C. juncea, C. breviflora, C. striata, C. paulina, C. retusa, Crotalaria sp.,
C. ochroleuca, C. anagyroides e soja BRS 133 foram semeadas em copos de pléstico
com capacidade de 180 mL contendo como substrato solo e areia grossa na propor¢ao
1:2 previamente autoclavados.

Plantas com aproximadamente 7 cm de altura foram inoculadas com 4 mL
de uma suspensdo contendo 200 J2 (juvenis de segundo estddio) de H. glycines/mL.
Para obtenc¢do dos J2 seguiu-se a metodologia de Acedo & Dropkins (1982), ovos de H.
glycines foram colocados em cdmara de eclosdo, mantida em dgua por trés dias e em
0,01 M de ZnSO,4.7H,0 por 7 dias em condicdes de temperatura ambiente. Os juvenis
foram coletados diariamente, lavados em dgua sob peneira de 500 mesh e conservados

sob refrigeracao, até a data da inoculacao.

Apés 48 horas da inoculagdo, as plantas foram removidas dos copos e tiveram seu sistema radicular lavado em dgua para limitar
a penetrag¢do do nematdide a este periodo. As plantas foram transplantadas para copos com capacidade de 300 mL contendo o
mesmo tipo de substrato e mantidos em condi¢des de casa de vegetacdo.

Duas plantas de cada espécie no periodo de 2, 5, 8, 11, 14, 17, 20, 23, 28 e
33 dias apds a inoculacdo, foram submetidas a técnica de coloracdo de Byrd et al.
(1983), para avaliagio do desenvolvimento dos nematdides. O estdgio de
desenvolvimento foi classificado de acordo com Taylor & Sasser, (1978) e Garcia-

Martinez (1982) em: J2; J3/J4; adulto macho e adulto fémea.

3.4. Efeito de Espécies de Crotalaria sobre Heterodera glycines

O experimento foi conduzido em casa de vegetacio, na Embrapa
Agropecudria Oeste — Dourados, MS, no periodo de novembro de 2002 a fevereiro de
2003.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
dez tratamentos e dez repeticdes. Os tratamentos foram nove espécies de Crotalaria:
Crotalaria sp., C. spectabilis, C. juncea, C. breviflora, C. striata, C. paulina, C. retusa,
C. ochroleuca, C. anagyroides e soja BRS 133 utilizada como testemunha suscetivel.

Sementes das crotaldrias e da soja foram semeadas em vasos de polietileno

com capacidade 4 L, contendo como substrato solo e areia grossa na propor¢do 1:2
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previamente autoclavados. Plantas foram desbastadas com aproximadamente 10 cm de
altura, mantendo-se uma planta por vaso. Em seguida, foram inoculadas com 10 mL de
uma suspensdao contendo 500 ovos de H. glycines/mL depositados em orificios

equidistantes no solo e imediatamente preenchidos com substrato.

Aos 23 dias apds a emergéncia das plantas, observou-se sintoma de fitotoxidez de manganés, caracterizado pelo aparecimento

de manchas necréticas ao longo do tecido condutor e encarquilhamento das folhas. Para minimizar o efeito desse elemento, foi
adicionado ao substrato 3,75 g de cal hidratada/vaso, equivalente a trés ton/ha, imediatamente ap6s o surgimento dos sintomas.
A andlise quimica do substrato revelou altos teores de manganés (Quadro 2).

Aos 60 dias de cultivo, a parte aérea das plantas foi removida e o sistema radicular incorporado e homogeneizado ao solo.
Retirou-se uma amostra de solo de cada vaso para quantificacio do nimero de fémeas, cistos e juvenis presentes em 100 cm® de
solo em cada tratamento. Plantas de soja BRS 133, com aproximadamente 10 cm de altura, cultivadas em substrato solo e areia
grossa na propor¢do 1:2 previamente autoclavado, foram transplantadas para os vasos.

Na extracdo de fémeas, cistos e juvenis do solo foi utilizada a
metodologia de Dunn (1969), onde amostras de 100 cm’ de solo foram agitadas
em dgua e passadas em peneiras de 0,85, 0,15 e 0,037 mm de abertura,
acopladas. O material retido na peneira de 0,15 mm foi recolhido em uma
placa quadriculada e observado em microscopio estereoscopico onde procedeu-
se a contagem dos cistos e fémeas presentes em cada amostra. Apos a
contagem, os cistos e fémeas foram esmagados com auxilio de um tubo
macerador de tecidos para liberacdo dos ovos que foram contados em uma
cdmara de Peters em microscopio estereoscopico. Juvenis retidos na peneira de
0,037 mm de abertura foram removidos por jato de dgua de uma piseta. Para
eliminar residuos na suspensdo de juvenis, utilizou-se o método de flotacdo
centrifuga em solucdo de sacarose, Jenkins (1964). Em seguida, os juvenis
Joram contados em microscopio estereoscopico, utilizando-se de uma cidmara
de Peters.

Aos 45 dias de cultivo da soja, a parte aérea das plantas foi coletada para
determina¢@o da massa seca. O sistema radicular foi cuidadosamente removido do solo,
submetido a extracdo e contagem de fémeas, cistos e ovos. Foi retirada uma amostra de
solo de cada vaso para determina¢do do nimero de cistos e juvenis do solo, extraidos
pelo método de Dunn (1969). Apds contados, os cistos foram macerados para obtencao
e quantificacdo do nimero de ovos.

Para andlise estatistica os dados foram transformados em log (x+1) exceto
peso de massa seca da parte aérea onde a transformacgao usada foi raiz quadrada de x.
Em seguida foram submetidos a andlise de varidncia no programa SAS. As médias dos
tratamentos foram comparadas entre si, pelo teste LSD de Fisher, a 5% de

probabilidade.
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QUADRO 2. — Andlise quimica do substrato utilizado.

pH MO P K Ca Mg Al H+Al SB T V% S Fe Mn Zn Cu B
CaCl, H,O g/dm3 mg/dm3 mmolc/dm’ mg/dm3 mg/dm3
53 6,1 18 14 35 33 11 0 31 48 79 60 6 19 96,8 1,3 8,0 0,36

Andlise realizada no laboratério de andlises agrondmicas da Fundacdo Shunji Nishimura de Tecnologia — Pompéia, SP

MO - Matéria organica

P, K, Ca, Mg - extraidos pela metodologia de resina
SB — soma de bases, ou Ca + Mg + K

T — capacidade de troca de cations, ou SB + (H + Al)
V — indice de saturagdo por bases ou V= (SB/T) x 100
Fe, Mn, Zn e Cu — duplo 4cido — extra¢do por Melich-1
B - extragdo por dgua quente



4. Resultados

e Discussao

4.1.

HOSPEDABILIDADE DE ALGUMAS ESPECIES DE CROTALARIA A HETERODERA GLYCINES

Entre as espécies de Crotalaria testadas, H. glycines multiplicou-se em C.
retusa e C. ochroleuca, além da testemunha suscetivel soja (Quadro 3). Nas outras
espécies ndo houve formacdo de fémeas e ovos. No presente trabalho observamos
fémeas com ovos nas raizes das espécies C. retusa e C. ochroleuca. De acordo com
Riggs (1992), C. retusa e C. ochroleuca sdo hospedeiras do nematéide. O indice de
fémeas na C. ochroleuca nos dois periodos de cultivo foi inferior a 10% e na C. retusa o
indice de fémeas foi maior que 10% no primeiro periodo de cultivo e menor que 10 %
no segundo periodo, portanto, C. ochroleuca é considerada hospedeira ndo eficiente de
H. glycines, enquanto C. retusa comportou-se como hospedeira eficiente no primeiro
periodo de cultivo e hospedeira nao eficiente no segundo periodo. Esse menor indice de
fémeas na segunda avaliacdo possivelmente se deva a ocorréncia de mais ciclos do
nematoide na soja. Valle (1996), avaliando a hospedabilidade de C. juncea a H. glycines
raca 3, também observou que o indice de fémeas na segunda avaliacdo foi menor que o
indice de fémeas encontrado na primeira avaliacdo. Riggs (1992) sumarizou os

resultados de vérios estudos sobre a gama de hospedeiros do nematéide de cisto da soja,



classificando-os em hospedeiros eficientes e hospedeiros ndo eficientes. Entre as
espécies de Crotalaria consideradas hospedeiras ndo eficientes estdo: C. juncea,
QUADRO 3. Numero de fémeas e ovos de H. glycines nas raizes de espécies de
Crotalaria e soja, aos 30 e 45 dias de cultivo. Dourados-MS, 2002.
45 Dias
IF(%) Ovos
T 4 4 Axaaaoa 1L /(0/\ Diaan LAnaaaoa

75,3*%a  100,0%* 3644,0 a 236,1a 100,0 7821,0a
84b 11,2 5624 a I1,1b 4,7  596,0b

QA2 (MM 212l N

retiica

29c 39 2938 b 76D 3,2 454,0b
(' achralenea

0,0d 0,0 0,0c 0,0c 0,0 0,0c
(' nanlina

0,0d 0,0 0,0c 0,0c 0,0 0,0c
(' ctriata

0,0d 0,0 0,0c 0,0c 0,0 0,0c
(' anaovurnidec

0,0d 0,0 0,0c 0,0c 0,0 0,0c
(' enecrtahilic

0,0d 0,0 0,0c 0,0c 0,0 0,0c
(rotalaria on

0,0d 0,0 0,0c 0,0c 0,0 0,0c
(' inncea

0,0d 0,0 0,0c 0,0c 0,0 0,0c
C hreviflara

84,2 - 62,5 36,4 - 41,0

LV (07
*Médias originais de 8 repeti¢des
-Para andlise do nimero de fémeas e ovos os dados foram transformados em log (x+1)
-Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste LSD de
Fisher (0=0,05)
*#* Indice de Fémeas calculado a partir da média de 8 repeticdes
IF= (N° fémeas na cultivar testada / N° fémeas na soja suscetivel) x 100

C. rhodesiae Barker f., C. saltiana Andrews e C. verrucosa L. e hospedeiras eficientes:
C. intermedia Kotschy, C. incana L., C. lanceolata E. Mey. C. leioloba e
C. ochroleuca.

No presente trabalho as espécies C. juncea, C. spectabilis, C. striata,
C. paulina, C. breviflora, C. anagyroides e Crotalaria sp. comportaram-se como nao
hospedeiras de H. glycines raca 10, pois a multiplicacio do nematdide ndo foi
verificada, ou seja, fémeas e ovos ndo foram observados nas raizes. Valle (1996),
estudou a hospedabilidade de algumas espécies de leguminosas e gramineas forrageiras
a H. glycines raga 3, e observou que C. juncea comportou-se como hospedeira.
Crotalaria spectabilis, C. striata e C. paulina comportaram-se como nao hospedeiras

desse nematdide, apesar de permitirem a penetracdo de juvenis, ndo foi verificada a



presenca de fémeas em seus sistemas radiculares. Riggs (1987), também considerou
Crotalaria spectabilis ndo hospedeira de H. glycines raga 3.

O ndmero de fémeas nas raizes das espécies C. retusa, C. ochroleuca e da
soja foi maior na segunda época de avaliacdo. Acedo et al. (1984), observaram fémeas
com ovos nas raizes de soja a partir de 13 dias apds a inoculag@o. As avaliagdes aos 30 e
45 dias foram suficientes para que o nematdide completasse pelo menos um ciclo de
vida.

Na primeira avaliacdo, o numero de ovos encontrados nas fémeas
associadas as raizes de C. retusa ndo diferiu do nimero de ovos encontrados nas raizes
da soja. Entretanto, nestas duas espécies, as f€émeas produziram mais ovos que as
encontradas em C. ochroleuca que por sua vez também diferiu das demais espécies
testadas. Na segunda avaliacdo as fémeas associadas as raizes da soja produziram mais
ovos do que as encontradas nas espécies C. retusa e C. ochroleuca, nas demais espécies
de Crotalaria testadas ndo foi possivel recuperar ovos do nematdide. Também foi
observada maior produgdo de ovos na segunda avaliacdo em relacdo a primeira, o que
provavelmente se deva a ocorréncia de mais ciclos do nematéide até o segundo periodo
de avaliacdo. Contudo, nas espécies C. paulina, C. striata, C. anagyroides,
C. spectabilis, Crotalaria sp., C. juncea e C. breviflora, ndo foi observada a presenca de
ovos, evidenciando o efeito antagdnico dessas espécies ao nematdide.

Aos 30 dias de avaliagdo foram observados individuos de H. glycines
associados as raizes de todas as espécies testadas. Apesar de ter ocorrido penetragdo de
juvenis nos tecidos vegetais, H. glycines s6 completou o seu ciclo, resultando na
producdo de ovos, nas espécies C. retusa, C. ochroleuca e na soja (Quadro 4),
comprovando a ndo hospedabilidade das demais espécies ao nematdide. Nas demais
espécies testadas, a ndo verificagdo de fémeas e ovos pode ter sido em conseqiiéncia da
inibicdo da formacdo do sincicio ou necrose das células na regido onde o sincicio foi
formado seguido de pequena ou nenhuma regeneracdo dos tecidos. Este fato foi
observado em outro trabalho visando o estudo da resisténcia de plantas a Heterodera

glycines (Endo, 1965).



QUADRO 4. Populacdo de H. glycines (J2, J3, J4 e adultos)' nas raizes de soja e
diferentes espécies de Crotalaria aos 30 e 45 dias apOs a inoculagdo de

4.300 ovos de Heterodera glycines/planta. Dourados-MS, 2002.

HETERODERA GL YCINES1

Tratamentos 30 Dias 45 Dias
102,57 639,5
Crotalaria sp. 93,0 20,5
C. paulina 49,0 15,0
C. breviflora 28,5 61,0
C. retusa 69,5 45,0
C. ochroleuca 57,0 61,0
C. striata 51,5 61,0
C. anagyroides 31,0 47,5
C. spectabilis 64,5 48,0
C. juncea 102,5 94,0

"J2 — Juvenil de segundo estadio
J3 — Juvenil de terceiro estddio
J4 — Juvenil de quarto estadio
Adultos — machos e fémeas

* Médias de duas repeticdes

Riggs (1987) observou a penetracdo de H. glycines raca 3 em raizes de C.
spectabilis sem a subsequente formacdo de fémeas. J4 foi verificado que H. glycines
também penetra, mas ndo se desenvolve em raizes de outras espécies vegetais. Diogo et
al. (2000) testaram a penetragdo de H. glycines raga 3 em: rabanete (Raphanus sativus
var. oleiferus L.), café (Coffea arabica L.), melancia (Citrullus lanatus (Schrad.)
Mansf.), melao (Cucumis melo L.), gergelim (Sesamum indicum L.) e amor perfeito
(Viola tricolor L.). Houve penetracdo, mas fémeas ndo foram verificadas. Dias et al.
(1995) ndo observaram fémeas de H. glycines raca 3 em mentrasto (Ageratum
conyzoides L.), desmédio (Desmodium tortuosum (Sw.) DC e feijdo-bravo (Cassia sp.
L.), entretanto, a coloracdo do sistema radicular dessas plantas revelou a presenca de

juvenis que ndo se desenvolveram além do segundo estadio.



4.2. Penetracao e Desenvolvimento de Heterodera glycines em Crotalarias

Juvenis de segundo estddio penetraram nas raizes de Crotalaria sp.,
C. anagyroides, C. breviflora, C. juncea, C. ochroleuca, C. paulina, C. retusa,
C. spectabilis, C. striata e soja (Quadro 5). Apesar de ter ocorrido penetracdao de H.
glycines em todas as espécies testadas, verificou-se que apenas nas espécies C. retusa,
C. ochroleuca, C. juncea ocorreu desenvolvimento do nematdide atingindo os estadios
J3/J4. Nas demais espécies de Crotalaria testadas, ndao foi observada ecdise do
nematoide, sendo o desenvolvimento do nematdide restrito ao estadio infectivo J2.
Também nao foi observada a presenca de fémeas em todas as espécies de Crotalaria
testadas, o que reforca o efeito antagonista dessas espécies a H. glycines. Ecdise de
J3/J4 foram observadas nas raizes de C. retusa e C. ochroleuca aos 17 dias apds a
inoculagcdo. Em Crotalaria juncea o estadio J3/J4 foi observado a partir de 20 dias apds
a inoculagdo. Schmitt & Riggs (1991) testaram cultivares de repolho quanto ao estimulo
a eclosdo de H. glycines e observaram que o repolho apesar de ndo estimular eclosdo,
permitiu a penetracdo € o desenvolvimento do nematdide até J4. Nao foi observada a

presenca de fémeas e cistos.



QUADRO 5. Namero e fase de desenvolvimento de nematoides nas raizes de soja BRS

133, Crotalaria sp., C. paulina, C. breviflora, C. retusa, C. ochroleuca, C.
striata, C. anagyroides, C. spectabilis, e C. juncea até 33 dias apos a
inoculaciao de 800 juvenis de H. glycines. Dourados-MS, 2002/2003.

DAI Estadio Tratamentos
nem(zliféide C. ANAGYROIDES  C. breviflora  C. JUNCEA  C. ochroleuca  C. paulina C. retusa CROTALARIA SP. C.STRIATA  Soja
2 12! 82,5 42 145 42,5 55 23,5 27,5 39 16 78,5
13/14° - - - - - -
Fémeas - - - - - - - - -
Machos - - - - - - - - -
5 12 82 78,5 179 32,5 64,5 54 43 65 106,5 118
13/14 - - - - - -
Fémeas - - - - - -
Machos - - - - - -
8 2 35 50,5 117,5 36,5 76,5 51,5 81 53,5 101,5 100,5
13/14 - - - - - -
Fémeas - - - - - -
Machos - - - - - -
11 2 44 49 111 45,5 44,5 15 15,5 35 67,5 22,5
13/14 - - - - - - 27
Fémeas - - - - - - 6
Machos - - - - - - 6,5
14 2 29,5 65 33,5 29 52 19,5 44,5 51 40,5 2
13/14 - - - - - - 10,5
Fémeas - - - - - - 7
Machos - - - - - - 9
17 12 66,5 51,5 112 36 32 40,5 37 54 55,5 4
13/14 - - - 2,5 - 1,5 - - - 46
Fémeas - - - - - - 45
Machos - - - - - - 13,5
20 12 39 15,5 26 12 21 21 4 16,5 335 35
13/14 - - 1,5 - - - - - - 59,5
Fémeas - - - - - - 6
Machos - - - - - - 16
23 12 19 54 32,5 37,5 26 28 12 48 44 1,5
13/14 - - 2 35 2 - - 38
Fémeas - - - - - - 12
Machos - - - - - - 26,5
28 2 29 33 37 25,5 14,5 19,5 9 62 36 1
13/14 1 - 1,5 4,5 - 2.5 - - - 17,5
Fémeas - - - - - - 27.5
Machos - - - - - - 11,5
33 2 14 19 25,5 23,5 26,5 12,5 18,5 39 23,5
13/14 - - 1 2,5 2 - - 16,5
Fémeas - - - - - - 21
Machos - - - - - - 8

DAI - Dias apds a inoculagao

! Juvenil de segundo estadio

2 Juvenil de terceiro ou quarto estadio
3 Médias de duas repeticdes



Em raizes da soja suscetivel, 11 dias apds a inoculacdo foi verificada a
presenca de J3/J4, fémeas e machos de H. glycines. Acedo et al. (1984), estudando o
desenvolvimento H. glycines em cultivares de soja, observou a presenca de fémeas aos
13 dias apds a inoculagc@o. Em nosso trabalho, o niimero de machos encontrados na soja
foi superior ao numero de fémeas. Uma explicacdo para este fato € que o experimento
foi conduzido em copos plasticos com capacidade limitada de substrato, podendo assim
ter limitado o crescimento radicular da soja. Desta forma, € de se esperar que com altas
populacdes de H. glycines no solo, grande quantidade de juvenis de segundo estadio que
penetraram nas raizes, em decorréncia da grande competicdo ndo tenham conseguido
estabelecer sitios de alimentacdo, os sincicios, essenciais para a sobrevivéncia e o
desenvolvimento do nematdide no tecido vascular da planta. Trabalho realizado por
Koliopanos & Triantaphyllou (1972), também permite explicar os resultados obtidos,
pois, esses autores observaram que em baixas densidades de infec¢do, igual nimero de
machos e fémeas desenvolve-se nas raizes de planta hospedeira. Porém, com o aumento
populacional e consequentemente, sob estresse alimentar ha aumento na proporcdo de
machos, em decorréncia da mortalidade de fémeas.

A presenca de juvenis de segundo estddio foi constatada até o final do
experimento em todas as espécies de Crotalaria testadas. Em Crotalaria retusa, C.
ochroleuca e C. juncea nao foi verificada a presenca de fémeas, apenas J3/J4 foram
observados até os 33 dias apds a inoculagdo. Entretanto, no teste de hospedabilidade,
fémeas e ovos foram formados aos 30 dias de cultivo, divergindo dos resultados
encontrados neste ensaio. E possivel, que fatores ambientais tenham prolongado o ciclo
do nematdide, indicando que o tempo de avaliagdo estabelecido nao tenha sido
suficiente para que o nematdide completasse o ciclo nestas espécies. Outro fato
importante observado nestas espécies foi a degeneracdo de juvenis no interior do tecido
radicular. A degeneragdo foi observada a partir de 23 dias apds a inoculagdo. Uma
hipétese para a degeneracdo é a ocorréncia de reacdo de hipersensibilidade,
caracterizada por necrose das células ao redor do sincicio, havendo colapso de células
nutrizes responsaveis pela alimenta¢do, consequentemente o desenvolvimento dos
juvenis também € cessado. Na soja, J2 foram observados até os 28 dias apds a

inoculagdo, e degeneracao de juvenis nao foi verificada, possivelmente devido ao ciclo



ter ocorrido mais rapidamente nesta espécie. Aos 33 dias poucos machos foram
observados nas raizes da soja, isso se deve ao fato de eles abandonarem as raizes para
fecundar fémeas.

Futuros experimentos avaliando o efeito de esquemas de rotagao de culturas
em dreas naturalmente infestadas com Heterodera glycines poderdo incluir em seus
tratamentos diferentes espécies de Crotalaria para avaliacdo de seus potenciais

antagonistas a nivel de campo.

4.3. Efeito de Espécies de Crotalaria sobre Heterodera glycines

A avaliacdo do nimero de cistos no substrato onde se cultivou as crotalarias
e a soja por 60 dias (Quadro 6), mostrou que o nematdide ndo se multiplicou nas
espécies de Crotalaria testadas. Entretanto, o sistema radicular das plantas foi
incorporado ao solo sem a prévia quantificacdo do nimero de fémeas associadas, desta
forma ndo descartando a possibilidade da presenca de fémeas. Também foram
encontrados juvenis no solo em todos os tratamentos, sendo que, no tratamento onde se
cultivou as crotalarias, o nimero de juvenis encontrados foi menor comparado ao

tratamento onde se cultivou a soja.



QUADRO 6. Numero de cistos e juvenis de H. glycines recuperados em 100 cm’® de
substrato ap6s 60 dias de cultivo de soja e diferentes espécies de

Crotalaria. Dourados-MS, 2002.

TRATAMENTOS CIsToS JUVENIS
Soja 31,2 *a 418,6 a
Crotalaria sp. 00 b 28,7 b
0,0 b 72,0 b
C enectahilic
C. paulina 00 b 69,4 b
C. juncea 0,0 b 51,1 b
C. ochroleuca 0,0 b 432 b
C. breviflora 0,0 b 36,3 b
C. retusa 0,0 b 336 b
C. anagyroides 0,0 b 30,1 b
C. striata 0,0 b 26,6 b
CV (%) 156,2 31,4

* Médias originais de 10 repeti¢des
Dados transformados para andlise em log(x+1)
-Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste LSD de Fisher

(0=0,05)

A avaliacdo do sistema radicular da soja cultivada apds as crotalarias,
evidenciou a presenca de fémeas, cistos € ovos em todos os tratamentos (Quadro 7),
entretanto, o nimero total de fémeas e cistos nos tratamentos onde as crotalarias
precederam a soja, foi menor comparado ao tratamento onde se cultivou soja apds soja.
Nos tratamentos onde as espécies Crotalaria sp., C. retusa, C. anagyroides, C. paulina,
C. spectabilis, C. breviflora, C. juncea, C. striata ¢ C. ochroleuca precederam a soja,
nao houve diferenca entre o nimero total de fémeas e cistos. Schwan et al., 2001,
testando o efeito do cultivo de algumas espécies de Crotalaria sobre a populacdo de H.
glycines no solo, observaram a presenca de trés fémeas do nematdide no sistema
radicular da soja cultivada apds as espécies C. ochroleuca, C. breviflora e C.
anagyroides, enquanto que, na soja cultivada apds soja a foram encontradas 833 fémeas

por sistema radicular.



QUADRO 7. Numero de fémeas, cistos e ovos de H. glycines por sistema radicular de
soja e nimero de cistos, ovos e juvenis extraidos de substrato apds 45

dias de cultivo de soja. Dourados-MS, 2002/2003.

Sistema Radicular Substrato’
Fémeas
e Ovos Ovos Juvenis
Cistos e

Soja — soja 248.2 ‘a 26.371a 31,3a 5832,2 a 412,0a
Crotalaria sp. —soja  109,7 b 3201 b 0,8 bc 243 c¢d 110,5 b
C. retusa — soja 1219 b 3512 b 23 b 135,3 b 135,8 b
C. anagyroides —soja 100,2 b  3.204 b 0,8 bc 358 bcd 1659 b
C. paulina - soja 90,8 b 2148 ¢ 1,8 b 83,1 bc 103,0 b
C. spectabilis — soja 1155 b 4334 bec 2,1 b 829 bc 1228 b
C. breviflora — soja 547 b 3.231 bec 28 b 159,2 bc 250,8 b
C. juncea - soja 48,1 b 2.668 bc 1,3 bc 1318 b 101,2 b
C. striata — soja 95,0 b 3298 bc 2,1 b 135,6 b 114,1 b
C. ochroleuca - soja 340 b 1299 bec 0,1 ¢ 6,8 d 1236 b
CV(%) 29,6 23,5 78,6 69,9 21,7

' Amostra de 100 cm’

* Médias originais de 10 repeticdes

Dados transformados para andlise em log (x+1)

-Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste LSD de
Fisher (0=0,05)

As espécies de Crotalaria utilizadas contribuiram para a reducdo do nimero
de ovos/sistema radicular de soja. A redugdo de ovos foi na ordem de 83,6% a 95,1%,
mostrando que todas as espécies de Crotalaria testadas neste experimento foram
eficientes em reduzir populacdes de H. glycines, evidenciando o efeito antagdnico sobre
esse nematdide.

A recuperagdo de fémeas, cistos e ovos no sistema radicular da soja apds o
cultivo das crotalarias, é conseqiiéncia da presenca de juvenis H. glycines no substrato
onde se cultivou as espécies de Crotalaria por 60 dias (Quadro 6). Nesse experimento

utilizou-se uma suspensao de ovos como indculo, por isso, a populagdo remanescente



pode ser explicada devido ao diferente desenvolvimento e estiddios fisiologicos dos
ovos, 0 que provavelmente afetou a eclosdo. Outra possibilidade, € o fato de exsudatos
radiculares das crotalarias terem afetado os estadios fisioldgicos dos ovos retardando a
eclos@o. O plantio subsequente de soja suscetivel contribuiu para a multiplicagdo do
nematéide nesta cultura. E provével, que um maior periodo de cultivo das crotalarias
possa levar a uma diminuicdo ou até mesmo erradicacdo desse nematdide. Ja foi
verificado 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 Crotalaria longirostrata Hook y Arnott sob juvenis de
Meloidogyne spp., e observaram que apds 12 horas de contato foi possivel notar o efeito
sobre a mobilidade das larvas alcancando 100% de inativagdo apds 72 horas de
exposicdo, entretanto, quando expostas a dgua estéril, 86% das larvas recuperaram o
movimento, evidenciando um efeito nematostatico dos exsudatos da crotalaria testada.

Cistos e juvenis foram encontrados nas amostras de substrato retiradas dos
vasos apds 45 dias de cultivo da soja. Nos tratamentos onde se cultivou as espécies de
Crotalaria previamente a soja, o nimero de cistos e juvenis foi menor comparado ao
tratamento soja apds soja. O ndmero de ovos extraidos dos cistos nos tratamentos onde
as crotalarias precederam a soja também foi menor que no tratamento soja apds soja.
Isto se deu em conseqii€éncia da acdo antagonica das espécies de Crotalaria.

Valle (1996), avaliando o efeito de leguminosas sobre Heterodera glycines
raca 3, verificou a eficiéncia de Crotalaria spectabilis e Crotalaria striata em reduzir
populacdes desse nematdide. Outros trabalhos ja comprovaram o efeito antagénico de
espécies de Crotalaria a outros fitonematéides, como Meloidogyne sp., Pratylenchus

sp. € Rotylenchulus reniformis Linford & Oliveira (Silva, 1988; Asmus & Ferraz, 1988).

O efeito antagonico das diferentes espécies de Crotalaria, foi também evidenciado quando se analisou o peso da massa seca da
soja cultivada por 45 dias (Quadro 8). Observou-se maior producdo de massa seca na soja cultivada sucessivamente as espécies
de Crotalaria em relagdo ao cultivo da soja apds soja.

QUADRO 8. Massa seca da parte aérea de soja cultivada 45 dias ap6s soja, e espécies
de Crotalaria em vasos contendo substrato infestado com H. glycines.

Dourados-MS, 2002/2003.



C. retusa — soja 22% a

C. paulina — soja 2,1 a
C. anagyroides — soja 1,9 a
C. spectabilis — soja 19 a
C. ochroleuca - soja 1,8 a
C. juncea — soja 1,8 a
C. striata — soja 1,8 a
Crotalaria sp. — soja 1,7 a
C. breviflora — soja 1,8 a
Soja - soja 06 b
CV(%) 20,1

* Médias originais de 10 repeti¢des

Dados transformados para andlise em + X

-Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste LSD de Fisher
(0=0,05)



5. conclusoes

ENTRE AS ESPECIES DE CROTALARIA TESTADAS, C.PAULINA, C. STRIATA, C.
ANAGIROIDE, C. SPECTABILIS, CROTALARIA SP., C. JUNCEA E C. BREVIFLORA
COMPORTARAM-SE COMO NAO HOSPEDEIRAS DE HETERODERA GLYCINES. OCORREU
PENETRACAO DE JUVENIS EM TODAS AS ESPECIES, POREM, EM C. RETUSA, C.
OCHROLEUCA E C. JUNCEA, O DESENVOLVIMENTO OCORREU SOMENTE ATE OS
ESTADIOS J3/J4.

As espécies Crotalaria sp., C. paulina, C. striata, C. anagyroides,
C. spectabilis, C. juncea, C. breviflora, C. retusa e C. ochroleuca, atuaram como
antagonistas de H. glycines, pois foram eficientes na reducdo da populagdo do
nematéide quando precederam a soja.

Crotalaria sp., C. paulina, C. striata, C. anagyroides, C. spectabilis,
C. juncea, e C. breviflora atuaram como plantas armadilhas, pois apesar de terem

permitido a penetracdo de H. glycines, o nematdide ndo conseguiu se desenvolver.
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APENDICE

QUADRO A. Quadrados médios da analise de variancia do numero de fémeas e ovos de

soja e espécies de Crotalaria aos 30 e 45 dias de cultivo

Quadrados Médios
30 Dias 45 Dias
Fonte de Variacao G.L. Fémeas' Ovos Fémeas Ovos
Espécies 9 2,56 13,26 4,60 17,44
Residuo 70 0,07 0,42 0,023 0,15

Total 79

"Dados transformados em log x+1 para anilise.

QUADRO B. Quadrados médios da andlise de variancia do nimero de cistos e juvenis

recuperados em 100 cm’ de substrato aos 60 dias de cultivo de soja e diferentes espécies

de Crotalaria.

Quadrados Médios
Fonte de Variacao G.L. Cistos' Juvenis'
Espécies 9 1,44 0,94
Residuo 90 0,04 0,24
Total 99

"Dados transformados em log x+1 para andlise.



QUADRO C. Quadrados médios da andlise de variancia do nimero de fémeas, cistos e
ovos por sistema radicular de soja e numero de cistos, ovos e juvenis extraidos do

substrato apds 45 dias de cultivo de soja.

Quadrados Médios
Sistema Radicular Substrato!
Fémeas >
Fonte de Variacao G. L. + Ovos Cistos Ovos Juvenis
Cistos
Tratamentos 9 0,65 2,16 1,25 7,77 0,40
Residuo 90 0,28 0,59 0,10 0,93 0,93

Total 99

" Amostra de 100 cm’
*Dados transformados em log x+1 para andlise.

QUADRO D. Quadrados médios da andlise de variancia do peso de massa seca da parte

aérea de soja cultivada 45 dias apds soja e demais espécies de Crotalaria.

Quadrados Médios
Fontes de Variacao G.L. Massa seca parte aérea’ (g)
Soja 9 3,97
Residuo 90 5,30

Total 99

'Dados transformados em +/ X para andlise.



