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RESUMO

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo do Instituto de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Uberlandia-MG, no periodo de 22 de setembro a 30
de novembro de 2002, com o objetivo de avaliar o ciclo de vida do fitonematdide
Meloidogyne incognita em uma cultivar resistente de soja, ‘Lideranca’. Cinquenta vasos
com capacidade para 1,5 L contendo mistura esterilizada de terra:areia na proporg¢ado de 1:2,
respectivamente, receberam uma plantula de soja em cada vaso. Apds 2 dias do transplantio
das plantulas que haviam siso anteriormente semeadas em bandejas de isopor, foram
colocados 5.000 ovos do fitonematdide em trés orificios feitos a 2 cm da haste da plantula e
com 2 cm de profundidade. Dez avaliagdes ocorreram com intervalos de 5 dias a partir do
dia da inoculagdo. Em cada avaliagcdo, foram coletados cinco vasos, que constituiram as
cinco repeticdes. O solo de cada vaso foi processado pela técnica da flutuagdo centrifuga
em solucdo de sacarose e determinou-se o numero de ovos no solo. O sistema radicular foi
submetido a técnica de coloracdo de tecidos vegetais para detec¢do de nematoides. Apds a

coloragao, foi realizada a contagem de nematoides no interior dos tecidos bem como



determinou-se em que fase do ciclo de vida o nematdide se encontrava. Nas avaliacdes de
45 e 50 dias apos a inoculagdo, o sistema radicular foi submetido a técnica de Boneti e
Ferraz (1981) para extracdo de ovos, pois a partir da avaliacio 40° dia iniciou-se o
surgimento de fémeas. Pelos resultados obtidos, observou-se uma baixissima taxa de
penetracao de juvenis de 2° estadio nas raizes da soja. A cultivar ‘Lideranga’ apresenta um
mecanismo de resisténcia que atua na pré-infec¢do, ndo estimulando os fitonematoides a
movimentarem em dire¢do a raiz para penetragdo. Paralelamente, a composi¢do quimica de
exsudatos radiculares pode contar substancias nao atrativas ou até toxicas aos juvenis de 2°

estadio presentes no solo.






1-INTRODUCAO
No passado, os mais importantes programas de melhoramento genético da soja,
desenvolvidos no Brasil, elegeram a resisténcia aos nematdides formadores de galhas como
caracteristica desejavel, enquanto produtividade, estabilidade e resisténcia a algumas
doengas, entre outros, foram eleitos como caracteristicas necessarias. Por esse enfoque
percebe-se que a resisténcia aos nematoides formadores de galhas ndo foi contemplada com
grande esfor¢os por parte dos programas de melhoramento, que se limitaram basicamente
em utilizar alguns parentais resistentes e testar as linhagens em 4reas altamentes infestadas.
No inicio da década de oitenta, por cinco anos consecutivos, Antonio & Dall’ Agnol
(1985) avaliaram a reacdo aos nematoides M. javanica e M. incognita, das cultivares de
soja indicadas para o Brasil. Apenas as cultivares OCEPAR 4-Iguacu, OCEPAR 3-
Primavera, Tropical, BR-6 (Nova Braga) e Bragg se mostraram resistentes as duas
espécies. Estudos posteriores mostraram que OCEPAR 3 - Primavera ndo era resistente.
Portanto, entre aproximadamente 115 cultivares indicadas para o pais no periodo, somente

3,5% possuiam resisténcia.









Nos ultimos anos, em decorréncia dos maiores prejuizos causados pelos nematodides
formadores de galhas, alguns programas de melhoramento, entre eles o da Embrapa Soja e
seus parceiros, passaram a dar maior é€nfase a resisténcia a esses nematoides. Em 1997,
Dias et al. (1999) avaliaram 130 genotipos de soja procedentes dos programas de
melhoramento genético da Embrapa Soja e da COODETEC, concluindo que as cultivares
MS/BR-19 (Pequi), MG/BR-46(Conquista), Tropical, BRSMG Renascenca, BRSMG 68
(Vencedora), BRSMG Garantia, CD 201, CD 203 e OCEPAR 4-Iguagu, eram resistentes
ou “’’””’’moderadamente resistentes as duas espécies.

Representa uma das principais fontes de proteinas e Oleos vegetais. Suas utilizagdes
sdo voltadas para extragdo de Oleo, farelo, semente e derivados, bem como elaboracao de
ragdes para bovinos, equinos, suinos € aves.

Os nematoides fitoparasitos constituem um dos principais problemas para a cultura
da soja. Perdas de produgao induzidas por esses organismos variam de leves a 100%
(Schmitt ; Noel, 1984; Sasser, 1989). No Brasil, essas perdas foram estimadas em média na
ordem de 15% (Lordello, 1984).

Os nematdides de galhas, Meloidogyne spp., constituiem um dos grupos de
fitonematoides mais importantes para a cultura da soja no Brasil. Sua ampla distribuicao
geografica, polifagia e variabilidade fisiologica dificultam o estabelecimento de medidas de
controle, especialmente a rotagdo de culturas e a resisténcia varietal, consideradas as
estratégias mais viaves e eficientes. Apesar de serem reconhecidas como problemas para a
cultura da soja no pais, hd maisde 40 anos (Lordello, et al 1958), espécies de Meloidogyne,
principalmente M. javanica € M. incognita, ainda representam um sério problema em
determinadas regides produtoras (Jaehn,et al 1998; Asmus e Andrade, 1996; Dall’ Agnol et

al,1984). Essa situagcdo exige da pesquisa uma procura constante por genotipos de soja

resistentes para manejo dos nematodides de galhas nessas areas. A avaliacao de gendtipos de



soja visando a identifica¢do de fontes de resisténcia aos nematoides de galhas tem resultado
em informagdes contraditérias, em funcao dos critérios utilizados. Algumas metodologias
consideram apenas os danos causados no hospedeiro ou a reprodu¢dao dos nematoides,
utilizando-se dos indices de galhas e de massas de ovos (Taylor; Sasser, 1978). De acordo
com (Canto-Saenz, 1985), o fator de reprodugdo e o grau de danos no hospedeiro sdo

critérios mais adequados para avaliar a reagdao de plantas aos nematdides de galhas.



2-REVISAO DE LITERATURA

Os nematdides do género Meloidogyne sdao sedentarios nas raizes de plantas
hospedeiras. O ciclo de vida inicia-se com o ovo, liberado pela fémea que no interior da
raiz da planta hospedeira. Os ovos sdo liberados em uma matriz gelatinosa que os protege.
O desenvolvimento embriogénico do ovo inicia-se dentro de poucas horas depois da
deposigdo, resultando em sucessivas divisdes celulares até a total formagao do juvenil no
seu interior. Este ¢ o chamado primeiro estadio juvenil ou J;. A primeira ecdise ocorre no
interior do ovo, e forma-se o juvenil de segundo estadio (J,). O J, eclode do ovo podendo
ou nao deixar a massa de ovos imediatamente. Depois de deixar a massa de ovos, que pode
estar fora da raiz ou mesmo no seu interior, o J, move-se no solo a procura da raiz onde ira
se alimentar. (Tihohod, 1993).

Penetra na raiz, normalmente proximo a coifa. Move-se entre as células
diferenciadas, parando com a parte anterior do corpo proximo a regido de alongacao celular
no cortex. A parede celular ¢ tdo puncionada com o estilete, injetando secrecdes das
glandulas esofagianas que causam alargamento das células no cilindro vascular,

aumentando as taxas de divisdo nas células do periciclo. Isto leva a formagao das chamadas



“células gigantes” . Ao mesmo tempo, ha uma intensa multiplicagdo celular em torno da
cabeca juvenil. Estas mudangas sdo acompanhadas normalmente, pelo alargamento das
raizes, formando as galhas. Enquanto as cé€lulas nutridoras e galhas estao se formando, a
largura do juvenil aumenta e as células do primordio genital se dividem, tornando-se
distintas. O juvenil sofre uma série de transformagdes que culminam nas ecdises, dando
origem aos J3 e Js e, finalmente, aos adultos (macho e fémea). A reproducao
predominantemente para esse género € por partenogénese (Tihohod, 1993).

Intmeros estudos revelam que a duracao do ciclo vital de espécies de Meloidogyne
¢ extremamente variavel, dependendo do parasito, da planta hospedeira e de fatores
ambientais, principalmente a temperatura (Tihohod, 1993). Em climas quentes, os
nematdides se multiplicam a uma taxa de 5 a 10 geracdes por ano € sdo muito mais ativos
para encontrarem e atacarem as plantas que os das regides frias (Tihohod, 1993).

A temperatura 6tima para a maioria das espécies oscila de 15 a 30 °C. Fora destes
limites as espécies reduzem suas atividades vitais (Lordello, 1982). De modo geral, o ciclo
se completa em 25 dias sob temperatura de 27 °C, mas pode tornar-se mais longo em
temperaturas mais elevadas ou mais baixas (Agrios, 1988).

As espécies de Meloidogyne sao parasitos obrigatorios de plantas que quando
atacadas apresentam diversos graus de sintomas, como a presenca de galhas nas raizes,
clorose, reducao e deformacgao do sistema radicular, decréscimo da eficiéncia das raizes em
absorver e translocar 4gua e nutrientes e menor crescimento da parte aérea, culminando
com uma menor producdo (Tihohod, 1993). As plantas infectadas ndo respondem a
adubacdo em razao da falta de raizes sadias para a absorcao dos nutrientes. Meloidogyne €

um género cosmopolita e polifago e as plantas atacadas apresentam diversos graus de
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sintomas como a presenca de galhas nas raizes, clorose, redu¢dao e deformagdo do sistema
radicular, decréscimo da eficiéncia das raizes em absorver e translocar agua e nutrientes e
menor crescimento da parte aérea, culminando com a menor producao (Tihohod, 1993). A
formacao da galha ¢ uma reagcdo da planta ao ataque do nematdide e consiste em um
engrossamento da raiz ou do tubérculo em torno do local de infec¢ao. A reagdo do vegetal a
secrecdo produzida por nematoides do género Meloidogyne ¢ complexa, implicando em
hipertrofia e proliferacao celulares (Lordello, 1984).

Pelos diversos prejuizos causados por Meloidogyne torna-se de extrema importancia
o seu controle. Observa-se na literatura e na pratica que alguns métodos de controle de
nematdides sdo de certa forma eficazes e por isso sdo mais utilizados. Nesse contexto,
destaca-se a rotagdo de culturas em que o hospedeiro suscetivel ¢ rotacionado com cultivos
de culturas imunes ou resistentes aos nematdides. Uma populacao de Meloidogyne em um
campo que apresente plantas ndo hospedeiras ira diminuindo com o tempo, pois 0s
individuos morrerao por falta de alimento.

O emprego de cultivares resistentes ou tolerantes e a aplicagdo de nematicidas estao
também entre os principais métodos de controle de nematdides fitoparasitos. Entretanto,
essas medidas podem ter algumas restricdes. No caso do controle quimico, o custo elevado,
o risco de intoxica¢do humana e a contaminagao do meio ambiente sdo os principais
inconvenientes (Novaretti, 1991). Os beneficios que esses produtos proporcionam para a
sociedade como um todo, dependem do uso correto. Muitos produtores diante da ameaga
iminente de prejuizo e que ndo tém adequado conhecimento, fazem mal uso desses
produtos, mesmo com esfor¢os das empresas para evitar acidentes, e da fiscalizagdo e
legislagdo existentes (Santos, 2000).

Em se tratando de cultivares resistentes, tem-se um grande entrave que € o fato do

género Meloidogyne apresentar alta polifagia. Os nematoides formadores de galhas sdo

destacados como o grupo mais importante devido a sua ampla distribui¢do em todo o pais,
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polifagia e diferenga biologica ligada ao parasitismo entre populagdes da mesma espécie
(Carneiro,1992).

O controle mais eficiente e duradouro dos nematoides de galhas ¢ obtido pela
rotacao/sucessao de culturas e adubagdo verde, do uso de genotipos resistentes e do manejo

do solo.
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3-MATERIAL E METODOS
O experimento foi instalado e conduzido na casa de vegetacdo do Instituto de

Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Uberlandia , no periodo de 10 de setembro a

30 de novembro de 2002.

3.1-Obtencao e multiplicacido do indculo

O inoculo utilizado foi obtido pela extracdo de ovos de M. incognita pela técnica de
Bonetti e Ferraz (1981), a partir de raizes de tomateiro infectadas. Com a populacio
original de lavouras de soja infectada por M. incognita no municipio de Uberlandia

As raizes galhadas foram picadas em pedacos de aproximadamente 1 a 2cm. Esses
pedacos foram colocados em liquidificador contendo solug¢do de hipoclorito de sodio a
0,5%. A trituracdo ocorreu por 20 s na menor rotagdo do liquidificador. A suspensdo obtida
foi vertida na peneira de 200 sobreposta a peneira de 500 mesh. O residuo da peneira de
500 mesh foi recolhido e a suspensdo obtida contendo ovos do nematdide calibrada para

conter 500 ovos/mL.
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3.2-Instalacdo, conducio e avaliacdo do experimento

Realizou-se a semeadura da cultivar de soja ‘Lideranca’ no dia 10 de setembro de
2002 em uma bandeja de isopor contendo substrato agricola tipo Plantmax. Foi semeada
uma semente por célula e apos 10 dias realizou-se o transplantio das plantulas para os vasos
plésticos com capacidade de 1,5 L contendo mistura de terra:areia na propor¢do de 1:2 e
tratada com brometo de metila.

Apos 15 dias da semeadura, realizou a inoculacdo do nematoide. Foram aplicados
10 mL da suspensao de ovos, totalizando 5.000 ovos por vaso. Essa suspensao foi aplicada
em trés orificios ao redor da haste da plantula a uma profundidade de 2 cm e distanciados
de 2cm do caule.

Durante o experimento, ocorreram 10 avaliacdes com intervalos de 5 dias apds o dia
da inoculacao. Em cada avaliacao, foram coletadas cinco repeti¢des (cinco vasos) O solo
de cada vaso foi homogeneizado e uma aliquota de 150 cm’® recolhida e adicionada em um
recipiente, que recebeu um volume aproximado de 1L de &4gua. Os torrdes foram
desmanchados para liberar os nematoides na suspensao. Agitou-se e deixou-se em repouso
por 15 s. Esta suspensdo, passou por uma peneira de 20 mesh a fim de reter os residuos
grosseiros presentes no solo e pela peneira de 325 mesh. Com o auxilio de jatos de agua de
uma piseta, recolheu-se o residuo da peneira de 325 mesh para um copo de béquer.

A suspensao foi colocada em tubos de centrifuga, que apds balanceados, foram
centrifugados por 5 min, a uma velocidade de 650 gravidades. Apds esta centrifugacao, o
sobrenadante foi descartado e ao residuo adicionou-se solucdo de sacarose e nova
centrifugacao ocorrera por 1 min na mesma velocidade. Apos esse periodo, o sobrenadante

foi vertido em uma peneira de 500 mesh na posi¢ao inclinada, deixando cair jato de agua
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leve para tirar o excesso solugdo de sacarose. O residuo dessa peneira, com auxilio de jatos
de agua de uma piseta, passou para um copo. A suspensdo final foi utilizada para
determina¢do do niimero de ovos no solo com auxilio da cdmara de contagem de Peters.

As raizes de cada vaso foram submetidas a técnica de coloracdo. As raizes foram
ser bem lavadas, retirando-se todo o solo, sem danifica-las. As raizes foram cortadas em
pedacos de 1 a 2 cm e colocados em um béquer contendo 50 mL de dgua de torneira. Vinte
mL de dgua sanitaria comercial foram adicionados aos 50 mL de 4gua, o que resultou em
uma concentracao final de 1,5% de NaOCL. Os fragmentos permaneceram por 4 min nessa
solu¢do, agitando-se ocasionalmente. As raizes foram retiradas e lavadas em agua corrente
por 30 a 45 s para retirar residuos de NaOCL, passando o conteudo do béquer por uma
peneira plastica de cha e deixando a 4gua corrente passar pelas raizes na peneira durante a
lavagem. Apos a lavagem, os pedagos de raizes permaneceram em um béquer com agua de
torneira durante 15 min. A agua foi drenada e as raizes foram transferidas para um béquer
contendo 30 mL de d4gua + 1 mL do corante (composi¢do do corante: 3,5g de fucsina acida,
250 mL de acido acético e 750 mL de agua destilada). Aqueceu até fervura, e contou o
tempo de 30 s a partir do inicio do ponto de fervura. O béquer foi retirado da chapa de
aquecimento e ficou a temperatura ambiente para esfriar. O excesso de corante foi
removido por lavagem em agua corrente. As raizes foram colocadas em 20 a 30 mL de
glicerina. Para contagem dos nematdides no interior do tecido radicular, os fragmentos de
raizes foram colocados em laminas microscopicas e sobrepostas com laminas
microscopicas. As laminas foram visualizadas no microscopio Otico e os nematoides

coloridos contados e também identificados quanto a fase de desenvolvimento.
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4-RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela Tabela 1 verifica-se que houve eclosdo dos juvenis de 2° estadio de quase toda
totalidade de ovos inoculados, que foi de 5.000 ovos. Apenas 1% nao
desencadearam o processo de embriogénese e ndo tornaram-se juvenis de 2°
estadio para penetrar e iniciar a infecgao.

Tabela 1 — Numero de ovos recuperados no solo do vaso a cada intervalo de 5 dias apos a
inoculagdo de 5.000 ovos de Meloidogyne incognita em soja ‘Lideranga’. UFU,
Uberlandia, MG, 2002.

Dias apds a inoculac¢io Numero de ovos
5 9,4 (1,52)*
10 11,0 (6,32)*
15 15,6 (4,5)*
20 24,4 (6,91)*
25 43,2 (6,50)*
30 49,2 (11,82)*
35 37,0 (14,23)*
40 27,6 (13,45)*
45 32,6 (15,71)*
50 17,8 (6,98)*

* Médias de cinco repeti¢cdes com o respectivo desvio padrao entre parénteses.
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O comportamento da populacio do nematdide no interior dos tecidos das
raizes pode ser observado na Tabela 2. Dos quase 4.950 ovos disponiveis no solo que
poderiam iniciar a penetracio e posterior processo de infeccao, foram
verificadosapos 10 dias da inoculacio apenas 8,8 nematoides no interior da raiz. Essa
baixissima taxa de penetracio, possivelmente explica-se pela atuaciao de um
mecanismo de resisténcia pré-infeccional em que ha falta de atragcio ou até mesmo
algum efeito toxico das substiancias presentes no exsudato radicular da soja. Os
nematoides que penetraram estabeleceram o local especial de alimentacao, pois na
terceira avaliacio, o J, ja apresentou modificacio na forma passando de vermiforme
para a forma de salsicha. Nas avaliacoes seguintes, observam-se os estadios Js, J5 e
adulto (macho e fémea). A quantidade de ovos por fémea observada nas avaliacoes de
45 e 50 dias, mostra um baixo potencial reprodutivo. Isto pode ser devido a um
mecanismo de resisténcia em que condicées nutricionais ou funcionais das células
gigantes nao permitiram a formacao de ovos. A outra explicacio poderia ser pelo fato
da fémea nao ter alcancado, ainda, o pico de formacao de ovos, sendo que foi
verificado uma baixissima taxa de reproducio de ovos, aproximadamente 40 ovos,
e pela caracteristica da espécie do nematoide Meloydogine incognita a producio
média de ovos e 500 em condicOes ambientais normais.

Tabela 2 — Numero de nematoides em suas fases respectivas do ciclo de vida de
Meloidogyne incognita em raiz de soja ‘Lideranca’ em intervalos de 5 dias
apos a inoculagao de 5.000 ovos. UFU, Uberlandia, MG, 2002.

DAI* J, vermiforme J, salsicha J; J4 macho fémea Ovos

5 3.2(0,84)**
10 8,8 (2,39)

15 6,8 (2,28) 2,6 (2,63)

20 54(2,07) 6,6(1,52)

25 124 (4,16)  12(1)

30 54(2,88) 7,0 (3,39)

35 12,4 (3,65)

40 56(23) 0,6(05) 1,8(1)
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45 24,4 (7,63)
50 34,8 (13,6)

* DA = dias ap6s a inoculagdo

** Médias de cinco repetigdes com seu respectivo desvio padrao entre parénteses.

19



5-CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos pode-se concluir que: a cultivar de soja ‘Lideranca’ é
resistente ao fitonematoide Meloidogyne incognita apresentando mecanismo de resisténcia
pré-infeccional por falta de atracdo ou liberagdo de substancias toxicas de seu sistema

radicular.
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	AGRADECIMENTOS
		Pela Tabela 1 verifica-se que houve eclosão dos juvenis de 2o estádio de quase toda totalidade de ovos inoculados, que foi de 5.000 ovos. Apenas 1% não desencadearam o processo de embriogênese e não tornaram-se juvenis de 2o estádio para penetrar e iniciar a infecção.
	O comportamento da população do nematóide no interior dos tecidos das raízes pode ser observado na Tabela 2. Dos quase 4.950 ovos  disponíveis no solo que poderiam iniciar a penetração e posterior  processo de infecção, foram verificadosapós 10 dias da inoculação apenas 8,8 nematóides no interior da raiz. Essa baixíssima taxa de penetração, possivelmente explica-se pela atuação de um mecanismo de resistência pré-infeccional em que há falta de atração ou até mesmo algum efeito tóxico das substâncias presentes no exsudato radicular da soja. Os nematóides que penetraram estabeleceram o local especial de alimentação, pois na terceira avaliação, o J2 já apresentou modificação na forma  passando de vermiforme  para  a  forma  de salsicha. Nas avaliações seguintes, observam-se os estádios J3, J4 e adulto (macho e fêmea). A quantidade de ovos por fêmea observada nas avaliações de 45 e 50 dias, mostra um baixo potencial reprodutivo. Isto pode ser devido a um mecanismo de resistência em que condições nutricionais ou funcionais das células gigantes não permitiram a formação de ovos. A outra explicação poderia ser pelo fato da fêmea não ter alcançado, ainda, o pico de formação de ovos, sendo  que  foi  verificado uma baixíssima  taxa  de  reprodução de  ovos,  aproximadamente 40 ovos, e  pela  característica da  espécie  do nematóide Meloydogine incognita  a  produção  média  de ovos e  500 em  condições ambientais normais. 

