&

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRONOMIA
INSTITUTO DE CIENCIAS AGRARIAS

OCORRENCIA DE PASTEURIA NISHIZAWAE EM AREAS DE SOJAE
CONTROLE DE HETERODERA GLYCINES EM CASA DE VEGETACAO

CAMILLA BUIATTI VICENTE

MESTRADO
2014



CAMILLA BUIATTI VICENTE

OCORRENCIA DE PASTEURIA NISHIZAWAE EM AREAS DE SOJAE
CONTROLE DE HETERODERA GLYCINES EM CASA DE VEGETACAO

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal de
Uberlandia, como parte das exigéncias do Programa de

Pds-graduacdo em Agronomia — Mestrado, area de
concentragdo em Fitopatologia, para obtengdo do titulo de
“Mestre”.

Orientadora
Profd. Dra. Maria Amelia dos Santos

UBERLANDIA
MINAS GERAIS — BRASIL
2014



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagéo (CIP)
Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil.

V6320  Vicente, Camilla Buiatti, 1986-
2014 Ocorréncia de Pasteuria nishizawae em areas de soja e controle de
Heterodera glycines em casa de vegetacdo / Camilla Buiatti Vicente. --
2014.
49 f. :\bil.

Orientadora: Maria Amelia dos Santos.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Uberlandia, Progra-
ma de Po6s-Graduagdo em Agronomia.

Inclui bibliografia.

1. Agronomia - Teses. 2. Soja - Doengas e pragas - Teses. 3. Nematdi-
de de cisto da soja- Teses. 4. Pragas - Controle biolégico - Teses. I.
Santos, Maria Amelia dos, 1964- 1l. Universidade Federal de Uberlandia.
Programa de P6s-Graduacdo em Agronomia. Il1. Titulo.

CDU: 631




CAMILLA BUIATTI VICENTE

OCORRENCIA DE PASTEURIA NISHIZAWAE EM AREAS DE SOJAE
CONTROLE DE HETERODERA GLYCINES EM CASA DE VEGETACAO

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal de
Uberlandia, como parte das exigéncias do Programa de

Pds-graduacdo em Agronomia — Mestrado, area de
concentracdo em Fitopatologia, para obten¢do do titulo de
“Mestre”.

APROVADA em 26 de fevereiro de 2014.

Profé. Dra. Clélia Aparecida lunes Lapera UEMG
Prof°. Dr. Adao de Siqueira Ferreira UFU
Prof?. Dra. Nilvanira Donizete Tebaldi UFU

Prof2. Dra. Maria Amelia dos Santos
ICIAG-UFU
(Orientadora)

UBERLANDIA
MINAS GERAIS — BRASIL
2014



DEDICATORIA

Dedico esta pesquisa a todos meus professores,
pelo apoio e pela contribuicdo em minha formacéo académica.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus pelo dom da vida, pela minha familia que sempre me
incentivou e me apoiou em todas as minhas decisdes, pessoas que sempre estiveram ao
meu lado em todos 0s momentos.

A minha mée Orcilene Buiatti pelo imenso amor, companheirismo, amizade,
apoio, incentivo, confianga. A melhor mée do mundo.

Aos meus avés Jerbnimo Buiatti e Angelina Zanatta Buiatti, que hoje moram
dentro do meu coragdo, que sempre me apoiaram e se orgulharam de mim, exemplos de
pessoas boas em minha vida.

Ao meu namorado José Antdnio de Oliveira Pondeleki pelo amor, incentivo e
companheirismo.

Aos meus familiares, tios e primos que participaram das minhas conquistas e
compartilharam momentos Gnicos em minha vida.

Ao0s meus amigos que conquistei na faculdade, em especial ao Heliomar e
Ivaniele que me incentivaram e apoiaram a seguir este caminho, esta conquista também
¢ de vocés, e todos os outros com o0s quais compartilhei muitos momentos
inesqueciveis.

A todos os professores e técnicos do Instituto de Ciéncias Agrarias que
compartilharam e acompanharam a minha trajetéria académica.

Ao técnico do Laboratdério de Nematologia, Aires Ney Goncalves de Souza, pela
paciéncia, por compartilhar comigo todo o seu conhecimento e por sempre estar
disposto a ajudar.

Ao Laboratério de Nematologia (LANEM) da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), por possibilitar o meu aprendizado.

Aos membros da banca por aceitarem o convite e contribuirem com o trabalho.

A Estacdo Experimental da Syngenta de Uberlandia, setor Lab Services, que
possibilitou a montagem e realizacdo dos ensaios dessa dissertacéo.

Aos meus colegas de trabalho da Syngenta, que estiveram ao meu lado durante
este periodo da minha vida, no qual eu me dividia entre os estudos e o trabalho.

Em especial & minha orientadora Profé. Dra. Maria Amelia dos Santos pelas
conversas, conselhos, confianga, por compartilhar comigo seu conhecimento. Tenho

uma grande admiracao por ela, pessoal e profissional.



EPIGRAFE

“O sucesso nasce do querer, da determinacdo e persisténcia em se chegar a um objetivo.
Mesmo ndo atingindo o alvo, quem busca e vence obstaculos, no minimo fara coisas
admiraveis.”

José de Alencar



SUMARIO

RESUMO ...ttt [

ABSTRARCT e i

LINTRODUGAO ..ottt 01
2 REFERENCIAL TEORICO ... sesn s 04
2.1 Cultura da soja no BrasSil ..o 04
2.2 Produgdo mundial e brasileira da SOJa .........cccoerererineiisieeee e 05
2.3 Nematoide do cisto da soja — Heterodera glyCines ..........cccceoevvvreniennnieenenn 06
2.4 CONtrole DIOIOGICO ....c.ccueiiiiiie e 08
2.5 PASTEUITA SPP. +uverveteetiesieeeie sttt sttt bbbttt ettt bt 10
3MATERIAL E METODOS ....ooveieiereieeessse et tes e vessessssses s s senssnenenns 15

3.1 Ocorréncia natural de P. nishizawae em areas agricolas com cultivo de soja

............................................................................................................................... 15
3.2 Infectividade de Heterodera glycines em cultivares de soja resistente e

SUSCELIVE ..ttt 16
3.2.1 1° Ensaio: Comparacdo da infectividade entre cultivares resistente e

SUSCELIVE ..ttt reereenes 16
3.2.2 2° Ensaio: Efeito do tratamento de sementes sobre a cultivar suscetivel ..... 17
3.3 Eficiéncia de doses crescentes do produto a base de Pasteuria nishizawae

N0 controle de H. gIYCINES .....cooiiiiee e 18
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....coveeeetieeieeeeeeseessesese e, 19
4.1 Ocorréncia natural de P. nishizawae em areas agricolas com cultivo de soja
................................................................................................................................ 19
4.2 Infectividade de Heterodera glycines em cultivares de soja resistente e

SUSCELIVE ..ttt 20
4.2.1 1° Ensaio: Comparacéo da infectividade entre cultivares resistente e

SUSCEEIVET ...ttt ettt et e et e et e s e ae e eereesteeneeanaenne s 20

4.2.2 2° Ensaio: Efeito do tratamento de sementes sobre a cultivar suscetivel ..... 22



4.3 Eficiéncia de doses crescentes do produto a base de Pasteuria nishizawae

no controle de Heterodera glyCines ..........cocuoeieiiieiiiiniecee e 24
5. CONCLUSODES ... et e et r et e e e es e e eer e 27
REFERENCIAS ..o oot er e r et et e r e s e et e e s eses e e e eras e 28

APENDICES ..ottt e ee et e e et et et e e et et ee et e e et etesesereeseeerareseseeeseearans 37



RESUMO

VICENTE, Camilla Buiatti. Ocorréncia de Pasteuria nishizawae em areas de soja e
controle de Heterodera glycines em casa de vegetacdo. 2014. 49f. Dissertacdo
(Mestrado em Agronomia/Fitopatologia) — Universidade Federal de Uberlandia —
Uberlandia, MG, Brasil.

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma cultura de grande importancia econémica. O
Brasil é o segundo maior produtor e exportador mundial. Um dos mais sérios
problemas fitossanitarios desta cultura é o nematoide do cisto, Heterodera glycines
(Ichinohe), considerado o parasito mais destrutivo. A primeira ocorréncia desta doenca
no Brasil foi relatada na safra 1991/1992. O controle de nematoides é mais dificil
quando comparado com outros patdgenos. Torna-se cada vez mais importante a busca
de efetivo controle alternativo, que ndo ofereca risco ao meio ambiente e nem ao
aplicador. Sendo assim, a bactéria Pasteuria spp. representa um promissor agente de
controle bioloégico dos nematoides, apresentando alta especificidade. O controle
bioldgico do nematoide do cisto da soja pela bactéria Pasteuria nishizawae tém se
mostrado uma excelente op¢do e vem sendo estudada por diversos pesquisadores. Os
objetivos deste trabalho foram determinar a ocorréncia natural de Pasteuria nishizawae
em solos brasileiros, além da comparacdo de infectividade entre cultivares de soja
resistente (P98Y12) e suscetivel (cultivar experimental) ao nematoide de cisto,
avaliando-se, também, a eficiéncia de um produto a base de Pasteuria nishizawae no
controle de Heterodera glycines. Os ensaios foram conduzidos em casa-de-vegetacdo na
Unidade de Pesquisa da Syngenta em Uberlandia — MG, bem como no Laboratério de
Nematologia da mesma Instituicdo. Nos ensaios, avaliaces ocorreram quanto a
frequéncia da bactéria encontrada naturalmente nos solos, aléem da quantificagdo do
namero de juvenis penetrados por sistema radicular, contagem do namero de cistos e
0vos por cisto. Entre as cultivares de soja resistente e suscetivel, houve diferenca na
taxa de penetracdo de juvenis, sendo maior na cultivar suscetivel. Para a cultivar
suscetivel, os indices de fémeas encontrados foram menores no tratamento com o
produto biolégico. Conforme se aumentou as doses de Pasteuria nishizawae, houve
reducdo da penetracdo de juvenis nas raizes e nimero de cistos formados.

Palavras-chave: bactéria, controle biolégico, nematoide de cisto, Glycine max.

1 Comité Orientador: Maria Amelia dos Santos — UFU (Orientadora)



ABSTRACT

VICENTE, Camilla Buiatti. Occurrence of Pasteuria nishizawae in soybean areas
and Heterodera glycines control in the greenhouse. 2014. 49f. Dissertation (Master’s
Program Agronomy/Phytopathology) - Federal University of Uberlandia — Uberlandia,
MG, Brazil .t

Soybean (Glycine max (L.) Merrill) is a crop of great economic importance. Brazil is the
second largest producer and exporter. One of the most serious disease problems of this
culture is the cyst nematode Heterodera glycines (Ichinohe), considered as its most
destructive parasite. The first occurrence of this disease in Brazil was reported in the
1991/1992 harvest. Nematode control is more difficult than that of other pathogens.
Therefore, it becomes increasingly important to search for effective alternative control
methods, reducing contamination risks to the environment and to the applicator. Thus,
the bacterium Pasteuria spp. represents a promising, highly specific, agent for
biological control of nematodes. The biological control of soybean cyst nematode by the
bacterium Pasteuria nishizawae has proven an excellent choice and is being studied by
many researchers. The objectives of this study were to determine the natural occurrence
of Pasteuria nishizawae in Brazilian soils and compare infectivity in resistant soybean
(P98Y12) and susceptible (experimental) cultivars, determining the efficiency of a
product based on Pasteuria nishizawae in the control of Heterodera glycines. The tests
were conducted in a greenhouse in Syngenta Research Unit in Uberlandia - MG, as well
as in the Nematology Laboratory of the same Institution. Evaluations of field trials
consisted of quantification of naturally occurring bacterium in soils, of the number of
juveniles penetrated in each root system, of the number of cysts and of the number of
eggs per cyst. Significant differences were observed in juvenile penetration rate between
the resistant and susceptible soybean cultivars, which was greater in the susceptible one.
Female indices were smaller in the susceptible cultivar after treatment with biological
product. As Pasteuria nishizawae doses increased, juvenile penetration in roots and
number of cysts formed decreased.

Keywords: bacteria, biological control, cyst nematode, Glycine max.

1 Supervisor: Maria Amelia dos Santos — UFU (Major Professor)



1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma cultura de grande importancia
econdmica. E a espécie oleaginosa mais cultivada no mundo, com producdo no ano
agricola 2010/2011 de 251,29 milhdes de toneladas (ESTADOS UNIDOS, 2013). O
Brasil é o segundo maior produtor e exportador mundial, com é&rea cultivada de
aproximadamente 26,4 a 27,3 milhdes de hectares e producdo ao redor de 80,08 a 82,99
milhdGes de toneladas de gréos na safra 2012/2013 (COMPANHIA NACIONAL DO
ABASTECIMENTO, 2013), o que correspondeu a 27% da producdo mundial. Segundo
divulgacdo da CONAB (2013), a area ocupada pela oleaginosa avangou mais 297,8 mil
hectares (1,1%) e ampliou 0 aumento em relacdo a safra passada em 2,603 milhdes de
hectares (10,4%).

Um dos mais sérios problemas fitossanitarios da cultura da soja € o nematoide
do cisto, Heterodera glycines Ichinohe, considerado o parasito mais destrutivo entre o0s
que atacam esta cultura (NOEL, 1992). Este nematoide infesta as areas de soja,
causando reducdo na producdo do mundo todo. Muitas perdas de rendimento sdo
observadas em areas altamente infestadas com Heterodera glycines, podendo ocorrer
destruicdo completa da lavoura (AGRIOS, 1988).

O nematoide de cisto da soja atualmente ocorre em mais de 3 milhdes de
hectares cultivados com a cultura, causando reboleiras de plantas amareladas e
subdesenvolvidas. Esta presente nos estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Goias, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Parana, Sdo Paulo e Tocantins. Em solos
arenosos, esse nematoide pode causar perdas de 10% a 30% quando em baixas
infestacdes, podendo chegar a 70% ou mais quando ha grande incidéncia (INOMOTO,
2006).

Os métodos mais utilizados para controlar os fitonematoides tém sido o uso de
nematicidas, variedades resistentes além da rotacéo de culturas. Os nematicidas, além de
caros, podem ser prejudiciais ao ambiente, a salde humana, a vida selvagem e aos
organismos benéficos do solo. O uso de variedades resistentes € uma maneira natural e
altamente recomendavel de controlar pragas e doencas. Contudo, no caso especifico
desse nematoide, sdo poucas as variedades resistentes disponiveis para o agricultor em
funcdo do grande numero de ragas ou tipos HG que ocorrem no Brasil (FERRAZ;
FREITAS, 2004).



Algumas préaticas culturais, como a rotacdo de culturas, podem ser usadas,
efetivamente, resultando em maiores producdes e renda para o agricultor, sem agredir o
meio ambiente. O uso de plantas antagonistas em esquemas de rotagdo ou plantio
consorciado tém se mostrado uma alternativa bastante atrativa. Algumas dessas plantas
sdo capazes de fixar nitrogénio da atmosfera, fornecem expressivos volumes de matéria
organica, aumentando a atividade de fungos antagonistas e melhorando as
caracteristicas gerais do solo. Substancias quimicas com efeito nematicida tém sido
isoladas de algumas dessas plantas (FERRAZ; FREITAS, 2004).

Em paises com clima tropical e subtropical, os nematoides encontram condicGes
de umidade e temperatura ideais para reproducdo e alimentacdo. Tais fatores s&o
agravantes no controle destes patdgenos, os quais apos terem se estabelecido em uma
area sdo de erradicacdo muito dificil. No Brasil, as espécies que causam 0s maiores
danos as grandes culturas como soja, algoddo, cana-de-acucar e milho séo Meloidogyne
javanica (Treub) Chitwood, Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood,
Heterodera glycines, Pratylenchus brachyurus (Godfrey) Filipjev & Stekhoven,
Pratylenchus zeae Graham e Rotylenchulus reniformis Linford & Oliveira (TORRES et
al., 2008).

Métodos culturais, como a rotacdo de culturas com espécies ndo hospedeiras
e/lou antagonistas, tém sido efetivas praticas de manejo de nematoides (COSTA;
FERRAZ, 1990; SANTOS; RUANO, 1987). Alguns trabalhos, também, mostram que o
cultivo de plantas ndo hospedeiras apenas na entressafra ndo proporcionou reducdo da
populacdo de nematoides e que apenas a semeadura de cultivares resistentes, como
Unica opg¢do, ndo controla os nematoides.

Com isso, ha necessidade da adocdo de um conjunto de boas préaticas
agrondmicas que ird manter as populacdes dos nematoides abaixo do limiar de dano
econémico, elevando a produtividade da cultura sem oferecer riscos a0 meio ambiente,
promovendo no campo uma relacdo de convivéncia com estes patdgenos (TORRES et
al., 2008).

O controle bioldgico de nematoides pode ser realizado por fungos nemat6fagos,
estes apresentam a capacidade de capturar, matar e digerir os nematoides. Eles
compreendem trés grupos distintos: endoparasitas, predadores e parasitas de ovos. Por
serem muito dependentes de agua, os fungos endoparasitos tém pequeno potencial de
uso pratico (NORDBRING-HERTZ; JANSSON; TUNLID, 2002).



Os predadores, pertencentes aos géneros Arthrobotrys Corda e Monacrosporium
Subramaniam, capturam os estadios vermiformes dos nematoides através de estruturas
especializadas. Por outro lado, Purpuriocillium lilacinum (Thomn.) Samson e Pochonia
chlamydosporia (Goddard) Zare & Gams, conhecidos anteriormente como
Paecilomyces lilacinus e Verticillium chlamydosporium Goddard, respectivamente,
parasitam ovos e fémeas, colonizando-0s e consumindo-os completamente
(NORDBRING-HERTZ; JANSSON; TUNLID, 2002). Os fungos predadores e 0s
parasitas de ovos sdo certamente 0s grupos mais estudados e que apresentam o maior
potencial de biocontrole (JATALA, 1986; NORDBRING-HERTZ; JANSSON;
TUNLID, 2002).

Inimeros micro-organismos do solo sdo conhecidos como parasitas ou
predadores de fitonematoides (SHARMA; VIVALDI, 1999) a acdo desses pode ser
resultante de efeito direto ou indireto através da interferéncia em etapas do ciclo vital do
patdgeno. As bactérias do género Bacillus Cohn, principalmente B. subtilis Cohn, além
de componentes da populagdo microbiana do solo, rizoplano e filoplano, apresentam
caracteristicas atrativas para os estudos de controle bioldgico de doencas de plantas
(NORONHA; MICHEREFF; MARIANO, 1995).

Portanto, os objetivos desse trabalho foram: determinar a ocorréncia natural de
Pasteuria nishizawae Sayre em areas de cultivo de soja; comparar a infectividade entre
cultivares de soja resistente e suscetivel ao nematoide do cisto; e avaliar a eficiéncia de
um produto a base de Pasteuria nishizawae no controle de Heterodera glycines em casa

de vegetacéo.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cultura da soja no Brasil

A soja € uma das mais importantes culturas na economia mundial. Seus graos
sdo0 muito utilizados pela agroinddstria, na producdo de 6leo vegetal e racbes para
alimentacdo animal, além da presenca na inddstria quimica e de alimentos. O seu uso
vem crescendo como fonte alternativa de biocombustivel (COSTA NETO; ROSSI,
2000).

O centro de origem e domesticagio da soja é o nordeste da Asia (China e regides
adjacentes) e a sua disseminacdo do Oriente para o Ocidente ocorreu pelas navegacoes
(CHUNG; SINGH, 2008).

No Brasil, o primeiro relato do cultivo de soja é de 1882, no estado da Bahia
(BLACK, 2000). Em seguida, foi levada por imigrantes japoneses para Sdo Paulo. Em
1891, testes de adaptacdo de cultivares foram realizados no Instituto Agronémico de
Campinas, estado de Sdo Paulo (SP). Assim como nos Estados Unidos da Ameérica, a
soja no Brasil dessa época era estudada mais como cultura forrageira. Somente em 1900
e 1901 o Instituto Agrondmico de Campinas, SP, promoveu a primeira distribuicéo de
sementes de soja para produtores paulistas (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA, 2004).

Em 1914, a soja foi introduzida no estado do Rio Grande do Sul, sendo este, por
fim, o lugar onde as variedades trazidas dos Estados Unidos, adaptaram-se bem as
condigdes climaticas predominantes no extremo sul do Brasil, principalmente em
relacdo ao fotoperiodo (BONETTI, 1981).

Os fatores que contribuiram para que a soja se tornasse uma importante cultura
foram: semelhanca do ecossistema do sul do Brasil com aquele predominante no sul dos
EUA; investimento na correcdo e fertilidade do solo; incentivos fiscais disponibilizados
pelo governo para compra de maquinas e implementos agricolas; mercado internacional
em expansdo; substituicdo das gorduras animais por 0leos vegetais mais saudaveis aos
seres humanos e melhoria dos sistemas de transportes (EMBRAPA, 2004).

Apesar de tudo, dentre os grandes produtores mundiais (Estados Unidos o maior
produtor, Brasil na segunda posicdo e em terceiro a Argentina), o Brasil apresenta a
maior capacidade de multiplicar a atual producdo, tanto pelo aumento da produtividade,

quanto pelo potencial de expansdo da &rea cultivada. Até 2020, a producédo brasileira
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deve ultrapassar a barreira dos 100 milhGes de toneladas, podendo assumir a lideranca
mundial na producdo do grdo (VENCATO et al., 2010).

2.2 Producdo mundial e brasileira da soja

Entre as safras de 1987/1988 e 2009/2010, enquanto a &rea cultivada cresceu
88,6%, a producdo mundial foi ampliada em 150,7%. Nesse periodo, a &rea passou de
54 milhdes de hectares para aproximadamente 102 milhdes de hectares na safra
2009/10, ja a producdo mundial que em 1987/88 era de 103,67 milhdes, na safra
2009/10 atingiu a marca de 259,89 milhdes de toneladas (LAZZAROTTO; HIRAKURI,
2010).

Segundo os autores Lazzarotto e Hirakuri (2010), o grande incremento na
producdo mundial de soja pode ser atribuido a diversos fatores, dentre os quais merecem
destaque: elevado teor de dleo (ao redor de 20%) e proteinas (em torno de 40%) de
excelentes qualidades encontradas no grdo. A soja é uma commodity padronizada e
uniforme, podendo, portanto, ser produzida e negociada por produtores de diversos
paises, apresentando alta liquidez e demanda. Nas Ultimas décadas, houve expressivo
aumento da oferta de tecnologias de producdo, que permitiram ampliar
significativamente a rea cultivada e a produtividade da oleaginosa.

No Brasil, a produtividade média das lavouras passou de 1.369,4kg. ha na safra
1985/86 para 2.927,0kg. ha® na safra 2009/10, correspondendo a um aumento de
114,77%. No mesmo periodo, a &rea cultivada evoluiu de 9,6 milhdes para 23,6 milhdes
hectares, 0 que representou um crescimento de 145,83% (LAZZAROTTO; HIRAKURI,
2010).

Esse aumento na produtividade pode ser devido a varios fatores tais como
avancos cientificos significativos em tecnologias para manejo de solos, com técnicas de
correcdo da acidez, processo de inoculacdo das sementes para fixacdo bioldgica do
nitrogénio e adubacdo balanceada com macronutrientes e micronutrientes. Esses
procedimentos permitiram a expressdo de potencialidade da cultura nas diversas
condicBes edafoclimaticas do territorio brasileiro, manejo integrado de pragas e
doencas, modernizacéo e aperfeicoamento nas tecnicas de cultivo.

Além disso, a adocdo de biotecnologia com sementes transgénicas de soja
resistente ao herbicida Roundup Ready (RR), da Monsanto, ja atinge mais de 70% da
area cultivada com soja no Brasil (VENCATO et al., 2010).
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2.3 Nematoide do cisto da soja - Heterodera glycines

No mundo foram determinados, aproximadamente, 125 organismos patogénicos
a cultura da soja, dos quais cerca de 40 foram considerados de importancia econémica.

No Brasil foram encontrados 25 patogenos capazes de provocar danos
econdmicos. Estes podem ocorrer em diferentes niveis populacionais, que oscilam de
safra a safra (DHINGRA; MENDONCA; MACEDO, 2009). As doengas provocam
reducdes anuais estimadas em, aproximadamente, 15% a 20% da producdo, ao passo
que algumas podem ocasionar até 100% (EMBRAPA, 2008).

Dentre os principais patégenos causadores de doencas da soja estdo 0s
fitonematoides, animais que infectam o sistema radicular da planta, diminuindo
potencialmente sua producdo. Entre os mais importantes na cultura da soja, destacam-se
0 nematoide do cisto da soja (Heterodera glycines) e os nematoides das galhas
(Meloidogyne javanica e M. incognita) (DHINGRA; MENDONCA; MACEDO, 2009).
Além desses, outros nematoides de importancia na soja sdo o Meloidogyne arenaria
Chitwood, o nematoide reniforme (Rotylenchulus reniformis) e nematoide das lesdes
(Pratylenchus brachyurus) (EMBRAPA, 2008).

O nematoide do cisto da soja (H. glycines) pertencente a ordem Tylenchida,
familia Heteroderidae (WRATHER; ANAND; DROPKIN, 1984), foi observado pela
primeira vez no Japdo, em 1915, cuja doenga foi nomeada de “nanico amarelo”
(DHINGRA; MENDONCA; MACEDO, 2009). Entretanto, alguns autores
denominaram-na de “nanismo amarelo da soja”. Em 1954, foi detectado nos Estados
Unidos da América e, em 1983, na Colémbia (GOLDEN; MEDINA, 1983).

Dessa forma, o nematoide do cisto da soja é um parasita obrigatorio, que se
reproduz por fecundacdo cruzada e estabelece com a planta uma relacdo de endoparasito
sedentério. O ciclo de vida desse nematoide pode ter duracdo de aproximadamente 3
semanas, produzindo de cinco a seis geragdes do nematoide durante a safra de soja
(YOUNG, 1992).

O segundo estadio juvenil (J2) é a forma infectiva. O juvenil penetra na raiz e
migra até uma regido préxima do cilindro vascular, realizando as transformagfes nas
células vegetais para que se forme a estrutura de alimentacdo dos nematoides (ENDO,
1992).

Quando a fémea é fecundada, apenas 20-30% dos ovos ficam na matriz

gelatinosa e o restante é retido no interior do corpo. Logo apés a producdo dos ovos, a
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parede do corpo torna-se coridceo e a fémea morre. Cada cisto podera conter em media
300 ovos, estes entram em diapausa natural. Os juvenis de 2° estadio ndo eclodem bem
nos meses de margo a agosto nos locais onde as temperaturas sdo baixas no inverno.
Alguns fatores podem interferir no seu ciclo de vida, tais como temperaturas abaixo de
10°C e baixa umidade do solo (< 40% da capacidade de campo). Tem preferéncia por
solos arenosos, temperaturas em torno de 20 a 30°C e umidade do solo entre 40 e 60%
da capacidade de campo. O pH do solo ndo deve ser elevado, pois nessa condigdo a
populacdo do NCS sempre permanece mais alta e 0os danos as plantas sdo maiores
(GARCIA et al., 1999).

O NCS penetra nas raizes da planta dificultando a absor¢édo de 4gua e nutrientes,
resultando em porte reduzido das plantas e clorose na parte aérea, por isso a doenca é
conhecida como nanismo amarelo da soja. Os sintomas aparecem em reboleiras,
geralmente proximas de estradas ou carreadores (DIAS et al., 2010). Porém, nem toda
reboleira esta relacionada a presenca do nematoide na area, necessitando-se, assim da
realizacdo de analises nematoldgicas em épocas adequadas e buscando sempre a
representatividade da area.

As plantas morrem com 30 a 40 dias ap6s a emergéncia, quando ha alta
populacdo do nematoide no solo e as condi¢cbes ambientais sdo favoraveis ao
desenvolvimento do mesmo. Em lavouras de soja, cuja area cultivada apresenta baixa
populacdo de nematoides, pode haver auséncia de sintomas. Portanto, indicacdes na
parte aérea ndo sdo diagnosticos precisos (DRINGHA et al., 2009).

H& uma elevada diversidade genética para este nematoide, 0 que ocorre sob
pressao de selecdo, favorecendo a ocorréncia de novas ragas através da reproducdo por
anfimixia e diferenciadas pelas cultivares de soja que esse nematoide infecta. No Brasil,
ja foram encontradas 11 racas do NCS (1, 2, 3, 4, 4%, 5, 6, 9, 10, 14 e 14") (EMBRAPA,
2008). Com o objetivo de identificar as racas, utilizam-se as hospedeiras de soja
diferenciadoras: Peking, Pickett, PI88788, PI90763. A cultivar de soja Lee é suscetivel
a todas as racas, sendo o padrdo de suscetibilidade usado no teste (RIGGS &
SCHMITT,1988).

A disseminacdo de Heterodera glycines pode ser ativada pelo seu préprio
esforco ou passiva com ajuda do vento, agua, maquinarios, movimentacdo do solo,
sementes, sapatos, sacaria e aves migradoras.

O cisto, principal forma de dispersdo, por carregar ovos férteis no seu interior,

ao completar o seu ciclo de vida desprendem-se do sistema radicular e permanecem no
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solo. Assim, qualquer forma de movimentagdo do solo pode contribuir para carrega-los
para areas isentas do patdgeno (SILVA, 1998; FREITAS; OLIVEIRA; FERRAZ, 2004;
EMBRAPA, 2008).

Como medidas de controle pode-se optar pelo método da exclusdo, adotando-se
acOes quarentenarias, bem como através da utilizacdo de variedades resistentes.

Das opg0es de controle encontradas as mais eficientes séo a rotagédo de culturas e
a associacdo de rotacdo de culturas ao sistema de plantio direto, com a utilizacdo de

variedades resistentes, plantas ndo hospedeiras ou antagonistas.

2.4 Controle bioldgico

Uma alternativa aos tradicionais métodos de controle de nematoides é o
biolégico. E um principio da natureza, em que as populacbes dos seres vivos s3o
reguladas por outros seres vivos: os agentes de controle bioldgico. As pesquisas neste
campo estdo bastante avancadas em algumas instituicbes, encontrando-se, porém, de
forma ainda principiante, alguns produtos comerciais destinados a horticultura. Os
principais organismos para esse fim sdo os fungos e as bactérias. Eles apresentam
seguranga no manuseio e ao meio ambiente, pois s6 atuam sobre 0s nematoides.

Os bionematicidas ou nematicidas microbioldgicos sdo usados como um
nematicida tradicional. Eles sdo aplicados, normalmente no solo, e o principio ativo, ou
seja, o fungo ou a bactéria ao entrar em contato com o nematoide pode leva-lo a morte.

Da mesma forma que os outros métodos tradicionais, em locais com altas
infestacbes a utilizagdo dos bionematicidas pode n&o ser prontamente eficaz. Os
produtos disponiveis apresentam em sua composicdo fungos dos géneros Paecilomyces,
Arthrobotrys e rizobactérias. Os dois primeiros foram muito estudados e atuam sobre
ovos e juvenis do nematoide, respectivamente. As rizobactérias sdo organismos que
podem atuar diretamente sobre 0s nematoides por meio de toxinas e antibiéticos que
inibem a eclosdo e a mobilidade dos juvenis, reduzindo a invasdo dos nematoides nas
raizes das plantas e, indiretamente, pelo desencadeamento de reagbes na planta que
impedem a formacdo das células gigantes ou acarretem modificagdes dos exsudatos
radiculares, fazendo com que eles ndo sejam reconhecidos pelos nematoides e deixem
de estimular a eclosdo, 0 movimento e a penetracdo nas raizes (OOSTENDORP &
SIKORA, 1990; KERRY, 2000; RAMAMOORTHY et al., 2001).



Aliada ao fato de ndo ser toxico nem ao ambiente, muito menos a saude humana,
ha a vantagem do preco. Atualmente, o tratamento do solo com os bionematicidas
disponiveis no mercado é 17 a 40% mais barato do que o quimico tradicional.

O potencial antagonico de bactérias foi estudado em varios trabalhos de controle
bioldgico de doengas em plantas (BETTIOL; KIMATI, 1990; KREBS et al., 1993;
SHARMA; GOMES, 1999). Micro-organismos rizosféericos, principalmente do género
Bacillus, possuem um grande potencial de controle biolégico de nematoides
fitopatogénicos. Neipp e Becker (1999), avaliando a atividade biocontroladora de
isolados de rizobactérias sobre Heterodera schachtii Schmidt, encontraram estirpes de
bactérias, incluindo Bacillus megaterium De Bary, que reduziam a infeccdo de
nematoides em beterraba.

Kloepper et al. (1992) isolaram bactérias da rizosfera de plantas antagonistas a
nematoides e encontraram espécies que exibiam um antagonismo a Heterodera glycines
e Meloidogyne incognita em soja, com predominancia de isolados do género Bacillus.
Outros estudos evidenciaram o uso de bactérias como biocontroladoras de Heterodera
glycines em soja (TIAN; RIGGS; CRIPPEN, 2000). Siddiqui e Mahmood (1995)
concluiram que a aplicacdo de trés micro-organismos Bacillus subtilis, Bradyrhizobium
japonicum (Kirchner) e Glomus fasciculatum (Thaxt) Gerd & Trappe emend Walker &
Koske resultou em aumento da nodulagdo em feijdo-guandu (Cajanus cajan) (L.) Hunth
e reducao da multiplicacdo do nematoide Heterodera cajani Koshi.

Os primeiros experimentos para o controle de nematoides utilizando fungos
nematdfagos foram realizados no Havai, por Linford e Yap (1939). Os pesquisadores
testaram a eficiéncia de A. oligospora Fresenius, M. ellipsosporum (Preuss) Cooke &
Dickinson, A. musiformis Drechsler, Dactylaria candida (Nees ex Peers.) Saccardo e M.
thaumasium (Drechsler) Schenck, Kendrick & Pramer, no controle de Meloidogyne spp.
em plantas de abacaxi [Ananas comosus (L.) Merr.].

Desde entdo, vérios estudos tém demonstrado o potencial destes organismos
como agentes biocontroladores de nematoides (MANKAU, 1980; JATALA, 1986;
STIRLING, 1991; FERRAZ; SANTOS, 1995; SIDDIQUI; MAHMOOD, 1996), seja
envolvendo a aplicagdo de fungos predadores (DALLA PRIA, 1992; NAVES;
CAMPOS, 1993; DIAS; FERRAZ, 1994; ROBINSON; JAFFEE, 1996; STIRLING;
SMITH, 1998; OLIVEIRA; FERRAZ; DIAS-ARIEIRA, 2002; SOARES et al., 2005),

bem como utilizando Pochonia chlamydosporia que é um fungo parasito de ovos e de



fémeas (DE LEW et al., 1993; STIRLING; SMITH, 1998; ATKINS et al., 2003;
VERDEJO-LUCAS et al., 2003; HIDALGO et al., 2005).

2.5 Pasteuria spp.

Bactérias do género Pasteuria Metchnikoff sdo gram-positivas, formadoras de
enddsporos e micélio. Sdo parasitas obrigatdrias e tem como hospedeiros apenas
organismos invertebrados (MANKAU, 1975).

A primeira observacdo de Pasteuria em nematoide parasito de planta
Pratylenchus pratensis de Man foi feita por Thorne em 1940, a qual classificou como
protozoario e nomeou como Dubosquia penetrans. No entanto, estudos feitos por
Mankau (1975) reclassificou como um procarioto do género Bacillus. A redescoberta de
Pasteuria ramosa por Sayre, Wergin e Davis (1977) e suas similaridades morfologicas
com Bacillus penetrans Mankau sugeriram que estas duas bactérias tivessem um
relacionamento genérico em comum. Em 1985, Sayre e Starr designaram o organismo
que parasitava Meloidogyne incognita como Pasteuria penetrans (Thorne) Sayre &
Starr.

Micoletzky (1925) sugeriu a sua localizacdo no género Duboscgia. Foi até
meados dos anos 70, quando este organismo foi examinado por microscopia eletronica e
reconhecida como uma bactéria, ndo um protozoario, e foi nomeado Bacillus penetrans
Mankau (1975). No entanto, B. penetrans nédo foi reconhecido na lista de aprovados de
bactérias. Mais tarde, ela foi renomeada a Pasteuria, devido a sua semelhanga com
Pasteuria ramosa Metchinikoff actinomiceto, parasita de Daphnia magna Straus.

Atualmente, a taxonomia dentro do género Pasteuria é principalmente com base
nas caracteristicas morfoldgicas e patoldgicas, incluindo o tamanho e a forma dos
esporangios e endosporos, suas estruturas moleculares, ciclo de vida e gama de
hospedeiros.

Charles et al. (2005) sequenciaram o0 genoma de P. penetrans, analisando o
nivel de amino&cidos, usando a comparacgdo de genes conservados e identificados 40 P.
penetrans como ancestral de Bacillus spp. Davies (2005) observou uma colinearidade
gendmica significativa entre B. subtilis e Bacillus penetrans com longa sequéncia
contigua em um gene. O resultado sugere que as bactérias podem ter evoluido de
bactérias ancestrais simbioticas associadas com nematoides, possivelmente quando estes

evoluiram para altamente especializado como parasitas de plantas.
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A espécie de Pasteuria mais estudada até agora pelo seu potencial como um
agente de controle bioldgico foi P. penetrans. No entanto, a sua incapacidade para ser
macicamente reproduzidas in vitro tem dificultado o seu desenvolvimento como um
produto comercial. No entanto, para a introducdo no ambiente do solo em
microparcelas e estudos de campo, utilizaram-se 0 pé de raizes secas infectadas com as
bactérias, como proposto por Stirling e Wachtel (1980).

A sua utilizacdo, também, tem sido limitada pela especificidade dos isolados
para espeécies e populacdes de Meloidogyne. Alguns isolados de P. penetrans irdo
aderir a uma espécie particular de nematoide formador de galhas, enquanto outros sdo
compativeis com outras espéecies ou populacdes da mesma espécie dentro do mesmo
género dos nematoides. E por isso que varios estudos tém sido destinados a elucidar a
natureza da especificidade de hospedeiros de isolados de P. penetrans, de modo a
melhorar a capacidade das bactérias para utilizacdo como um agente de controle
bioldgico.

De acordo com Tzortzakakis e Gowen (1994), um numero elevado de
enddsporos aderidos aos J2 ndo garante a reducdo do nimero de ovos produzidos, caso
ocorra alta variancia em adesdo e infectividade dos enddsporos. Estes permanecem
viaveis no solo por muitos anos, sdo resistentes a dessecacdo (STIRLING, 1984) e
relativamente resistentes as altas temperaturas.

A bactéria além de ser um parasita obrigatério de nematoides, também,
apresenta uma interacdo especifica, ou seja, a Pasteuria penetrans (Thorne) Sayre &
Starr € um parasita obrigatério do nematoide das galhas (Meloidogyne spp. Goeldi),
assim como a Pasteuria nishizawae é especifica do nematoide do cisto (Heterodera
glycines). A Pasteuria thornei Sayre & Starr € especifica do nematoide das lesdes
radiculares (Pratylenchus brachyurus) (STIRLING; WACHTEL, 1980) enquanto que
Pasteuria usgae é especifica do nematoide Belonolaimus longicaudatus Rau (Giblin-
Davis et al. 2003).

Para ocorrer o parasitismo é necessaria a adesao dos esporos da Pasteuria a
cuticula dos juvenis de segundo estadio (J2) que a principio podem impedir a
penetracdo dos juvenis nas raizes. Os esporos desta bactéria sdo muito resistentes as
intemperies e persistem por anos no solo. Entretanto, sua producéo por cultivo in vitro
apresenta dificuldades (WILLIAMS et al., 1989) e a producgéo de inoculo por muito
tempo requereu seu cultivo, in vivo, em nematoides parasitando plantas em vasos
(STIRLING; WACHTEL, 1980).
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Em sucessivas analises microscopicas dos estdgios do nematoide Heterodera
glycines infectado com Pasteuria nishizawae, Atibalentja, Noel e Ciancio (2004),
observaram que os enddsporos que aderem a cuticula dos J2 no solo, ndo germinam até
gue o nematoide penetre no sistema radicular da soja.

Simultaneamente a infeccdo do nematoide na planta, tubos germinativos do
enddsporo se diferenciam e penetram no corpo do nematoide. ApGs a germinacao,
microcolonias primarias parecidas com “couve-flor” se desenvolvem no final do
segundo estadio do juvenil ou no inicio do terceiro estadio do juvenil.

Subsequentemente, as primeiras col6nias se fragmentam em numerosas
microcolbnias secundarias as quais proliferam através da cavidade do corpo das fémeas
dos juvenis do quarto estadio (J4). A primeira evidéncia da esporulacdo aparece na
forma de “cachos de uva” de esporingios imaturos no J4 e nas fémeas jovens. Entdo,
fémeas e cistos infectados apresentam misturas de células de diferentes estagios de
desenvolvimento da Pasteuria, incluindo esporéngios imaturos, octetos, quartetos,
triplos, duplos e esporéangios individuais. Fémeas e cistos parasitados s&o envoltos,
principalmente, com esporangios e endésporos maduros, os quais sao liberados no solo
depois da desintegracdo do nematoide.

O ciclo de vida da P. nishizawae completa-se apenas no pseudoceloma de
fémeas de H. glycines, mas raramente ocorre a adesdo em machos (SAYRE et al.,
1991). Atibalentja, Noel e Ciancio (2004) também ndo observaram machos em J4 e nem
machos adultos sendo infectados por essa bactéria.

Até algum tempo atras, todos os trabalhos realizados para determinacdo da
diferenca de concentracdo dos enddsporos de Pasteuria spp. aderidos a cuticula dos
juvenis recorriam a hipotese de obtencdo in vivo dos mesmos, visto que, por ser um
parasita obrigatorio, ndo seria possivel a multiplicacdo da bactéria na auséncia do
organismo hospedeiro.

Sendo assim, sem a possibilidade de sua producdo em meio de cultura, o uso
como nematicida bioldgico era limitante, mas a associacdo deste organismo no manejo
integrado de nematoides faz com que sua acao se potencialize com o tempo, até que o
solo se torne supressivo.

A Empresa norte-americana Pasteuria Bioscience, recentemente adquirida pela
Syngenta, detém o conhecimento da tecnologia adequada para multiplicagdo dos
enddsporos da Pasteuria spp. in vitro, através da obtencdo de um fermentado. Foi

lancado comercialmente para o ano de 2014 o produto Clariva nos EUA, registrado para
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0 nematoide do cisto da soja (Heterodera glycines), contendo Pasteuria nishizawae
(http://www.paginarural.com.br/noticia/202495/syngenta-divulga-resultados-do-
primeiro-trimestre-de-2014).

Em resposta as poucas opcbes de controle dos nematoides, alternativas
ambientais seguras para o controle dos mesmos sdo de grande interesse. Entre as mais
promissoras dessas alternativas estdo os agentes de controle bioldgico que visam
especificamente estas pragas (DUAN et. al., 2003).

Foram encontradas estas bactérias parasitando muitos nematoides de
importancia econdémica (SAYRE & STARR, 1988). O género Pasteuria foi relatado a
partir de 323 espécies de nematoides pertencentes a 116 géneros, incluindo os
fitonematoides, entomopatogénicos, predadores e os de vida livre (CHEN &
DICKSON, 1998).

Analise de sequéncias do gene 16S rRNA é uma ferramenta bem estabelecida e
sensivel para deteccdo e analise filogenética de bactérias (STAHL, 1997). O uso de
sequéncias do gene 16S rRNA pode identificar as espécies de Pasteuria e avaliar a
diversidade destas bactérias dentro de uma populacdo de nematoides de amostras sendo
de grande beneficio para a compreensdo da interacdo nematoide-parasita e ecologia da
Pasteuria (ANDERSON et al., 1999; ATIBALENTJA et al., 2000; BEKAL et al., 2001,
EBERT et al., 1996).

Todas as espécies de Pasteuria conhecidas sdo parasitas obrigatérios. Até
recentemente 0 género possuia quatro espécies Pasteuria nishizawae, P. penetrans, P.
ramosa e P. thornei (CHEN & DICKSON, 1998; OOSTENDORP et al., 1990).

Durante muitos anos, houve tentativas para o cultivo axénico de Pasteuria spp.
(BISHOP e ELLAR, 1991; WILLIAMS et al., 1989). Porém, um avanco na direcdo de
cultivo in vitro de P. penetrans foi anunciado recentemente (HEWLETT et al., 2002).

Foi realizado um estudo do ciclo de vida da bactéria que parasita o Heterodera
glycines através da germinacdo do enddsporo que infecta o J2 para a producdo da
préxima geracdo de enddsporos em fémeas adultas e cistos. As descricbes foram
baseadas em exame microscopico de sucessivas fases juvenis de H. glycines excisadas
de raizes da soja ao contrario de P. nishizawae, que foram baseadas unicamente no
exame de cistos doentes (SAYRE et al. 1991a, 1991b).

De acordo com Atibalentja et al. (2004) o desenvolvimento da bactéria, a
germinacdo do endosporo e a penetracdo do tubo germinativo dentro do nematoide

devem comecar logo apds a penetracdo do J2 no sistema radicular da soja.
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Caso contrario o enddsporo nao germina, ndo havendo nenhuma infeccdo de
Pasteuria. Por esta razdo, as observacOes baseadas unicamente em cistos doentes
proporcionaram uma interpretacdo incompleta do ciclo de vida da Pasteuria, o que pode
explicar por que a germinacdo de P. nishizawae ndo foi observada (SAYRE et al.,
1991a, 1991b).

Apo6s a germinacdo do enddsporo microcolénias primarias sdo formadas a
semelhanca de uma couve-flor, no estadio J3. N&o se observou o desenvolvimento da
bactéria em adultos machos somente em fémeas. Posteriormente, houve a esporulacdo
com a formacdo de uma estrutura a semelhanca de um cacho de uva, sendo também
visto em juvenis de quarto estadio de fémeas imaturas e cistos. Por ultimo foi observado
a presenca de esporangios maduros e enddsporos variando somente o numero
dependendo do tamanho da fémea ou cisto, a partir de 30.000 até 820.000 com meédia e
desvio padrdo de 314.000 e 234.000 respectivamente (ATIBALENTJA et. al., 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Ocorréncia natural de Pasteuria nishizawae em areas agricolas com cultivo de
soja

Amostras de solo com presenca de cistos provenientes de lavouras de soja
estabelecidas em locais diferentes do Brasil (Tabela 1) foram processadas.

Parte restante do solo dessas 10 amostras processadas foi adicionada
individualmente em vasos de ceramica e 0s mesmos mantidos em casa de vegetacdo da
Estacdo Experimental da Syngenta em Uberlandia — MG. Realizou-se a semeadura da
cultivar de soja suscetivel Lee 74E, a fim de proporcionar a multiplicacdo de
Heterodera glycines.

Tabela 1 - Local de origem das amostras analisadas no ensaio de ocorréncia natural de
Pasteuria nishizawae em solos brasileiros.

Identificacdo Municipios Estados
Hgl Jatai GO
H.g?2 Sorriso MT
H.g3 Campo Alegre GO
H.g 4 Lucas do Rio Verde MT
H.g5 Luis Eduardo Magalhées BA
H.g6 Campo Alegre GO
Hg7 Nova Mutum MT
H.g 8 Campo Alegre GO
H.g9 Luis Eduardo Magalhaes BA
H.g 10 Londrina PR

Ap0Gs 28 dias da semeadura, retirou-se uma aliquota de 150cm? de solo e entdo a
mesma foi processada pela técnica da flotacdo centrifuga em solucdo de sacarose
(JENKINS, 1964).

Da suspensdo obtida foi observada uma aliquota de 1mL em c&mara de Peters,
com o auxilio do microscopio invertido, verificando a presenga ou auséncia de
enddsporos da bactéria aderidos na cuticula dos nematoides extraidos. Em seguida,
procedeu-se o célculo da porcentagem de nematoides que apresentaram a bactéria

aderida ao seu corpo em relacdo ao total observado na suspensao.
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3.2 Infectividade de Heterodera glycines em cultivares de soja resistente e suscetivel

Foram instalados dois ensaios em casa de vegetacdo da Estacdo Experimental da

Syngenta, Uberlandia — MG, seguindo o delineamento inteiramente casualizado (DIC).

3.2.1 1° Ensaio: comparacdo da infectividade entre cultivar resistente e suscetivel

O primeiro ensaio foi montado com a finalidade de confirmar a diferenca de
infectividade entre as cultivares suscetivel (experimental) e resistente (P98Y12). Este
foi composto por dois tratamentos e 10 repeticdes, totalizando 20 parcelas.

Para a montagem do ensaio, foi utilizado solo previamente autoclavado na
proporcéo 2:1 (areia:solo) acondicionado em vasos de plastico com capacidade de 1L. A
inoculacédo de 4.000 ovos e/ou juvenis de Heterodera glycines, dessa forma foi realizada
5 dias apds a semeadura.

No decorrer do ensaio houve um monitoramento das temperaturas do ar e do
solo, ja que esta ultima é de fundamental importancia, no ciclo de vida deste patdgeno
além da umidade do solo. O monitoramento da rega foi realizado por um sistema
automatizado por meio de asperséo.

Segundo Campos e colaboradores (2011), para o desenvolvimento de uma fémea
adulta com ovos é necessario que a soma térmica seja de 500 graus-dias (GD). Para que
seja realizado, 0 monitoramento da temperatura considera-se a temperatura ambiente
média (°C), além da temperatura base (°C), ou seja, a menor temperatura que 0
nematoide consegue manter o seu desenvolvimento normal, que seria de 10°C, abaixo
disso, as suas atividades séo inibidas.

De acordo com Rocha et al. (2005) procedeu-se a avaliacdo da penetracdo de
juvenis de 2° estadio, 15 dias ap6s a inoculacdo do nematoide, através da coloracdo das
raizes utilizando suco corante da industria alimenticia (Su-kinho, sabor uva). O
procedimento é simples e de facil execucdo, sendo utilizado para substituir a fucsina
acida, que é um solvente cancerigeno e toxico a satde humana.

Para tal procedimento, inicialmente, as raizes foram lavadas e transferidas para
uma solucdo de hipoclorito de sodio a 1,5% e mantidas por 10min. Em seguida, elas
foram lavadas em &gua corrente por 1min., visando eliminar os residuos da solucéo
(ROCHA et al. 2005).
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As raizes foram transferidas para tubos devidamente limpos e identificados, em
seguida, adicionou-se uma solucdo aquosa corante (suco) 1%, até cobri-las. A agua foi
aquecida em recipiente apropriado para realizacdo de banho-maria. Quando a &gua
atingiu o ponto de ebulicdo, os tubos de vidro contendo as raizes em solugdo corante
foram imersos durante 2min. Apos esse periodo, os tubos foram retirados do banho-
maria e colocados em condigBes ambientais por, no minimo, 5h ou overnight para
resfriamento (ROCHA et al. 2005).

Ap0s o resfriamento, retiraram-se as raizes, que foram lavadas sobre a peneira
de 400 mesh para remover 0 excesso de corante e evitar a perda de raiz. Logo apos, as
raizes foram transferidas para a solucdo de glicerina e &gua destilada (1:1) onde
permaneceram por, no minimo, 5h. Em seguida, foram montadas I&minas de vidro
(23x8cm) e realizou-se a contagem dos juvenis penetrados com o auxilio de um

microscopio estereoscopio (lupa).

3.2.2 2° Ensaio: efeito do tratamento de sementes sobre a cultivar suscetivel

No segundo ensaio utilizou-se a cultivar suscetivel, para estudar o efeito do
tratamento de sementes contendo produto bioldgico a base da bactéria Pasteuria
nishizawae na dose de 300mL. ha*. Este ensaio foi composto por dois tratamentos e 10
repeticdes, totalizando 20 parcelas.

A soja suscetivel foi semeada e imediatamente procedeu-se a inoculacdo de
4.000 ovos e/ou juvenis de 2° estadio de Heterodera glycines. Apds 15 dias, avaliou-se
a penetracdo utilizando-se o método da coloracdo do nematoide nas raizes, como
descrito anteriormente.

Depois de transcorridos 28 dias da inoculacdo, foi realizada a contagem do
namero de fémeas presentes nas raizes. Esta avaliacdo consistiu na lavagem do sistema
radicular, sobre as peneiras de 20 e 100 mesh, sendo os residuos mais grosseiros
descartados na primeira peneira e as fémeas recolhidas na peneira de 100 mesh. A
contagem das fémeas foi realizada em placas de Petri com diametro de 13,5cm,
utilizando-se um microscopio estereoscopio (lupa).

Para a separacgéo dos cistos, utilizou-se uma solugcdo concentrada de sacarose na
proporcao de 1,0kg de acgUcar para 1L de 4gua. Dessa forma, 0s cistos por serem menos
densos que a solugdo de sacarose, mantiveram em suspensdo, onde posteriormente

foram lavados para retirada do excesso de sacarose sobre peneira de 500 mesh.
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Para todas as analises estatisticas foi utilizado o Programa SISVAR e para

comparacao das médias foi utilizado o Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

3.3 Eficiéncia de doses crescentes do produto a base de Pasteuria nishizawae no

controle de Heterodera glycines

Neste ensaio, foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC) com
quatro tratamentos e cinco repeticdes, totalizando 20 parcelas. Foi utilizada a cultivar
suscetivel, com doses crescentes de Pasteuria nishizawae, no tratamento de sementes.
As doses utilizadas foram: 0, 150, 300 e 600mL do produto formulado. ha™.

Para a montagem do ensaio, foi utilizado solo autoclavado na proporgédo 2:1
(areia:solo) colocado em vasos com capacidade de 1 L. Apos o tratamento de sementes,
a inoculacdo dos nematoides foi realizada no momento da semeadura com 4.000 ovos
e/ou juvenis por vaso.

Procedeu-se a primeira avaliacdo aos 15 dias apds a inoculagdo com a coloracéo
de nematoides em raizes e a segunda avaliacdo foi realizada aos 28 dias apo6s a
inoculacdo com a contagem do nimero de cistos.

O programa estatistico SPSS foi usado para os testes de homogeneidade das
variancias e de normalidade dos residuos. Enquanto o Programa estatistico SISVAR foi

utilizado para o Teste de Regresséo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ocorréncia natural de Pasteuria nishizawae em areas agricolas com cultivo de

soja

Em todas as 10 amostras analisadas oriundas de varias localidades do Brasil, a
frequéncia de ocorréncia da bactéria Pasteuria nishizawae foi de 100%, ou seja, foram
encontrados endosporos da bactéria aderidos a cuticula de todos os nematoides

Heterodera glycines extraidos do solo apds 28 dias da semeadura da soja (Tabela 2).

Tabela 2 - Ocorréncia natural e frequéncia de Pasteuria nishizawae em amostras
oriundas de diferentes localidades do Brasil.

Identificacdo Total de juvenis 2°  Frequéncia de enddsporos de
estadio na amostra  P. nishizawae aderidos (%)
Hgl 720 100
H.g2 294 100
H.g3 294 100
Hg4 396 100
H.g5 156 100
H.g 6 76 100
H.g7 442 100
H.g 8 105 100
H.g9 90 100
H.g 10 116 100

No Brasil, os estudos sobre Pasteuria spp. sdo ainda muito incipientes,
principalmente com relacdo a sua utilizacdo no controle de espécies de Pratylenchus e
Heterodera. A grande maioria das pesquisas sobre o tema ja é realizada no pais com
enfoque ao nematoide das galhas (Meloidogyne spp.).

Lordello (1966) relatou pela primeira vez, no Brasil, a ocorréncia de Pasteuria
spp. em fémeas de Meloidogyne javanica, infectando plantas de tomateiro procedentes
de Varginha em Minas Gerais.

Santos (1981) observou essa bactéria em juvenis de segundo estadio de M.
javanica extraidos de solo coletado na rizosfera de feijoeiro altamente infectado pelo
nematoide, em Petrolina (PE). Posteriormente, varios trabalhos foram realizados sobre o

parasitismo de Pasteuria spp. em nematoides, sendo que na grande maioria deles foi
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verificada a acdo da bactéria sobre espécies de Meloidogyne (PIMENTA; CARNEIRO,
2005).

De acordo com o trabalho realizado por Souza, Souza e Campos (1996),
Pasteuria spp. foram observadas em 29,69% das amostras coletadas em 128 locais e 28
espécies vegetais de Minas Gerais, como constatado em outros paises como Africa do
Sul (SPAULL, 1984), Australia (STIRLING; WHITE, 1982; BIRD; BRISBANE,
1988), EUA (WALTER; KAPLAN, 1990; HEWLETT et al., 1994) e Espanha
(VERDEJO- LUCAS, 1992).

Essa bactéria estava infectando 14,61%, 8,66%, 7,30% e 4,21%,
respectivamente, da populacdo de Helicotylenchus dihystera (Cobb) Sher, Meloidogyne
javanica, Pratylenchus brachyurus e Tylenchus sp. Bastian extraidas do solo (SOUZA,
SOUZA; CAMPOS, 1996).

N&o ha registro da ocorréncia de Pasteuria spp. em regibes com temperatura
média anual abaixo de 10°C, e a maior ocorréncia se da em temperaturas méedias anuais
acima de 21°C (CHEN; DICKSON, 1998).

4.2 Infectividade de Heterodera glycines em cultivares de soja resistente e suscetivel

4.2.1 1° Ensaio: comparacdo da infectividade entre cultivar resistente e suscetivel

O numero de juvenis penetrados por raiz foi maior na cultivar suscetivel

diferindo estatisticamente da cultivar resistente (Figura 1).
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Figura 1 - Numero de juvenis de Heterodera glycines penetrados por sistema radicular
nas cultivares resistente e suscetivel.

Resistente Suscetivel
P98Y12 Cultivar experimental

450 416

n* de 2/ raiz

Sem Produto Biologico Sem Produto Biolagico

CV =5,63%, Teste T 5%
Em patossistemas onde existe uma relacdo mais especializada entre o hospedeiro

e 0 parasita, como é o caso daqueles envolvendo os géneros Meloidogyne, Heterodera e
Globodera Skarbilorrich, o desenvolvimento de cultivares resistentes encontra-se mais
adiantado, devido ao mecanismo mais especifico do nematoide que € a formacdo das
células especiais de alimentacéo.

As plantas desenvolvem uma grande variedade de mecanismos de resisténcia as
doencas, que incluem sintese de fitoalexinas, antibiéticos, inibidores de protease;
deposicdo de material de parede celular e acumulacdo de enzimas hidroliticas como as
quitinases. Aparentemente, a resisténcia da planta depende da habilidade do hospedeiro
em reconhecer o patdgeno e, rapidamente, induzir os mecanismos de defesa a tempo de
limitar a acdo do patégeno. A aplicacdo de tecnologias moleculares tem gerado
informagdes significativas sobre os mecanismos de reconhecimento de patdgenos,
traducéo de sinais e ativacao de genes de defesa (CRAMER, et al., 1993).

A resisténcia diz respeito a efeitos de genes de uma planta capazes de restringir a
multiplicacdo de um determinado nematoide em seus tecidos. Enquanto a toleréncia ao
dano é independente da resisténcia e diz respeito a habilidade de uma dada planta

hospedeira em compensar ou recuperar-se dos efeitos adversos de ataque por
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determinado nematoide e produzir bem. Vale ressaltar que a resisténcia nao protege a

planta da invasdo do nematoide.
4.2.2 2° Ensaio: efeito do tratamento de sementes sobre a cultivar suscetivel

A Figura 2 mostra que na cultivar que recebeu o tratamento com o produto
biolégico a base de Pasteuria nishizawae na dose 300mL. ha*, houve menor penetracio

de juvenis no sistema radicular.

Figura 2 - Numero de juvenis de Heterodera glycines penetrados por raiz na cultivar
suscetivel, com ou sem a aplicagdo do produto biolégico a base de Pasteuria
nishizawae.

Suscetivel
Cultivar experimental

4G81.5

311,1

n® de J2/ raiz
Lad
=
=

200
150
100

50

Sem Produto Bioldgico 300mL. ha Produto Bioldgico
CV =5,43%, Teste T 5%

Até algum tempo atras, todos os trabalhos realizados para determinacdo da
diferenca de concentracdo dos enddsporos de Pasteuria spp. aderidos a cuticula dos
juvenis recorriam a hip6tese de obtencdo in vivo dos mesmos. visto que, por ser um
parasita obrigatorio, ndo seria possivel a multiplicacdo da bactéria na auséncia do
organismo hospedeiro.

Sendo assim, sem a possibilidade de sua producdo em meio de cultura o uso
como nematicida biologico era limitante, mas a associa¢do deste organismo, em manejo
integrado de nematoides, faz com que sua agdo se potencialize com o tempo, até que o

solo se torne supressivo.
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A Empresa norte-americana Pasteuria Bioscience, recentemente adquirida pela
Syngenta, detém o conhecimento da tecnologia adequada para multiplicacdo dos
enddsporos da Pasteuria spp. in vitro, através da obtencdo de um fermentado. Foi
lancado comercialmente para o ano de 2014, o produto Clariva nos EUA, registrado
para o nematoide do cisto da soja (Heterodera glycines).

Enquanto na Figura 3 observa-se que o numero de cistos ndo diferiu entre o
tratamento ou ndo das sementes com a bactéria. Isso pode ter ocorrido pelo fato do cisto
ser formado independente se a fémea vai formar ovos ou ndo. O cisto parte do principio

que ocorre endurecimento e escurecimento da parede do corpo e a morte da fémea.

Figura 3 - NUmero de cistos de Heterodera glycines por grama de raiz na cultivar
suscetivel, com ou sem a aplicagdo do produto bioldgico a base de Pasteuria
nishizawae.

Suscetivel
Cultivar experimental

70 a
61,24

4246

n" de cistos/ g raiz

Sem Produto Bioldgico 300mL. hatProduto Bioldgico

CV = 12,83%, Teste T 5%
Para a Figura 4 observa-se reducdo significativa do nimero de ovos no
tratamento de sementes com o produto biol6gico. As fémeas sdo utilizadas para

multiplicar os enddsporos, ndo havendo a producéo de ovos.
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Figura 4 - Numero total de ovos de Heterodera glycines por sistema radicular na
cultivar suscetivel, com ou sem a aplicacdo do produto biolégico a base de Pasteuria
nishizawae.
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CV =17,88%, Teste T 5%

4.3 - Eficiéncia de doses crescentes do produto a base de Pasteuria nishizawae no

controle de Heterodera glycines

O Grafico 1 mostra a linearidade decrescente, ou seja, quanto maior a dose de
Pasteuria nishizawae, menor o nimero de juvenis penetrados no sistema radicular até a
dose de 600mL. ha.

Para a normalidade das variancias foi utilizado o Teste de Levene (F = 3,893) a
significancia de 0,01. Enquanto que para a normalidade dos residuos foi utilizado o
Teste de Shapiro-Wilk (W = 0,972) a significancia de 0,05.
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Grafico 1 - Numero de juvenis penetrados de Heterodera glycines por sistema radicular

na cultivar suscetivel, em fungdo das diferentes doses de Pasteuria nishizawae.

Suscetivel
Cultivar experimental
100 |
4
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60 -
50 4
40 - A 4
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0 T T T T T T 1
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Doses Produto formulado (mL.ha™)

¥ = 94,40 -0,117332x

R*=82,98%

N° J2/raiz

*

CV =46,92%, Teste de Regressao

No Gréafico 2, a curva de segundo grau revela pelo seu ponto minimo (x =

494,41) a dose de 494,41mL para se alcancar 0 menor nimero de cistos/ grama de raiz.

Gréfico 2 - Numero de cistos de Heterodera glycines/ g de raiz na cultivar suscetivel,
em funcéo das diferentes doses de Pasteuria nishizawae.

Suscetivel
Cultivar experimental

v =12,363764- 0,044497x + 0,000045x>

R*=99,93%

N° cisto/g raiz

0 T T T T T T |
0 100 200 300 400 500 600 700

Doses produto formulado (mL.ha)

CV =43,38%, Teste de Regressdo
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Para a normalidade das variancias foi utilizado o Teste de Levene (F = 2,204) a
significancia de 0,01. Enquanto que para a normalidade dos residuos foi utilizado o
Teste de Shapiro-Wilk (W = 0,966) a significancia de 0,05.

Estudos mostram que dependendo da quantidade de endosporos aderidos a
cuticula do nematoide 0 mesmo pode penetrar na raiz ndao havendo a reproducéo, caso a
quantidade seja reduzida, ou, em maiores quantidades, acontecera a penetracéo.

De acordo com o trabalho realizado por Gomes et al. (2002), a quantidade de
juvenis penetrados nas raizes do tomateiro foi inversamente proporcional ao numero
médio de enddsporos que os J2 de M. javanica apresentaram em sua cuticula ao serem
inoculados na planta. Observaram que a média de 10 endoésporos/ J2 reduziu 50% do
namero de J2 penetrados em comparacdo com a testemunha.

Plantas de tomateiro inoculadas com J2 apresentando meédia de 60 a 90
enddsporos aderidos a cuticula foram penetradas, 5,90 a 10,94% do que penetrariam se
ndo estivessem com os enddsporos aderidos. Stirling (1984) e Sekhar e Gill (1990),
observaram a penetracdo do nematoide nas raizes de plantas mesmo com juvenis
apresentando mais de 40 endosporos de Pasteuria penetrans. Portanto, mesmo na
presenca de elevado nimero de enddsporos na cuticula do nematoide € possivel ocorrer
a penetracao nas raizes.

Davies et al. (1988) ao inocularem J2 de M. incognita infestados com 15 e 25
enddsporos/ J2, em tomateiro, observaram reducdes de 72 e 80% na penetracdo de
raizes. Sekhar e Gill (1990) acreditam que a reducdo na penetracdo do nematoide pode
ser devido a dificuldade de mobilidade que o J2 apresenta ou devido a interferéncia no
reconhecimento das biomoléculas liberadas pelas raizes e aquelas que se encontram
presentes nos sitios receptores da cuticula do nematoide.

De acordo com os autores Mankau e Prasad (1977), juvenis de M. incognita, M.
javanica e M. arenaria tiveram seu movimento comprometido quando mais de trés
esporos encontraram-se aderidos a cuticula. Outro trabalho realizado por Rao et al.
(1997) mostra que 64% das fémeas apresentavam-se infectadas quando oito a doze

esporos estavam aderidos a cuticula do juvenil.
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5 CONCLUSOES

e Pasteuria nishizawae apresenta ocorréncia natural nos solos brasileiros com
cultivo de soja;

e O tratamento de sementes de soja com o produto bioldgico a base de Pasteuria
nishizawae proporcionou menor nimero de juvenis penetrados;

e O menor nimero de cistos ocorreu na dose de 494,41mL do produto bioldgico

em cultivar suscetivel.
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APENDICE

FOTO 1. Manutencéo das populagdes de Heterodera glycines provenientes das

amostras de solo do campo, sob condi¢des de casa de vegetacao.

FOTO 2. A — Contagem de nematoides em suspensao pelo uso da Camara de
Peters e 0 uso do microscépio invertido para observagdo dos enddsporos da

bactéria. B — Suspensoes resultantes do processamento das amostras de solo.
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FOTO 3. Etapas do procedimento de coloracdo dos nematoides em raizes

utilizando suco artificial.
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FOTO 5. Observacdo de juvenis apresentando endoésporo de Pasteuria nishizawae

aderidos a cuticula.

FOTO 6. Observacdo de juvenis penetrados nas raizes aos 15 dias ap0s a inoculacao,

coloridos através da solucao artificial de suco (Su-kinho, sabor uva).
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