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BIOLOGICAL MANAGEMENT OF CYST NEMATOID (Heterodera glycines) IN
SOY CULTURE.

Thimoteo Paes Barbosa', Fernando Godinho de Araujo’

'Estudante - Instituto Federal Goiano - C ampus Urutai - GO (thimoteo paes@hotmail com)

“Orientador - Instituto Federal Goiano — Campus Urutai — GO (fernando godinho@ifgoiano edu br)

Resumo

O nematoide de cisto da soja (Heterodera glycines) tem capacidade de causar perdas de
at¢ 90% em areas produtoras de soja. Com a finalidade de aumentar a eficiéncia do
controle desse nematoide em areas infestadas ¢ diminuir a pressdo de sele¢io tem-se
buscado medidas alternativas de controle, dentre clas, o controle biologico. O objetivo
do trabalho foi avaliar a eficiéncia de produtos bioldgicos no tratamento de sementes de
soja visando o controle de H. glycines. O ensaio foi conduzido em campo naturalmente
infestado de H. glycines, em delineamento de blocos casualizados, com gquatro
repetigoes, utiiizando a cuiuvar de soja Brasmax Desafio RR — 8423 RFS considerada
suscetivel ao nematoide. Os tratamentos de sementes avaliados foram' T1 - Testemunha
(ndo tratada), T2 — Purpureocillium lilacinus (1 x 10" UFC/g de PC) + Trichoderma
harzianum (1 x 10" UFC/g de PC); T3 - Trichoderma harzianum (1 x 10'° UFC/g de
PC), T4 - Pochonia chiamydosporia (5,2 x 10 clamidésporos/g de PC); T5 - Bacillus
methilotrophicus (15 g i.aL™), T6 - Bacillus subtilis (1,0 x 10" UFClg) + B
licheniformis (1,0 x 10" UFC/g). Foram avaliados a massa fresca de raiz (MFR), o
namero de fémeas/g de raiz, ovos/fémea, cisto/100 cm’ de solo, ovos/cisto, aos 30 e 60
dias apos a semeadura (DAS) e a produtividade no final do ciclo da cultura. Aos 60
DAS o tratamento 2 demonstrou maior MFR, sendo estatisticamente igual ao tratamento
3. Para a varidvel fémeas g raiz! na avaliacio aos A0 DAS ohservon-se reducin da
populagdo nos tratamentos 2 € 3. J4 na variavel ovos.fémea™ aos 30 DAS o tratamento 3
for o anico que se diferenciou da testemunha, a redugio de ovos.fémea’ em relagdo a
testemunha foi mais expressiva nos tratamentos 2 ¢ 3 apresentando redugio de 34,05% e
51,30% respectivamente, quando realizada a média de nameros de ovos de cada
tratamento nas épocas 30 e 60 DAS. Avaliando a reducio de ovos cisto” em relaciio a
testemunha, o tratamento 3 se sobressaiu. Néo foi observada diferenga estatistica para a
variavel produtividade
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Palavras-chave: Heterodera glycines, controle bioldgico de nematoide; fungos
nematofagos; Glycine max

Abstract

The soy cyst nematode (Heterodera glycines) is capable of causing losses of up to 90%
in soybean-producing areas. In order to increase the efficiency of the control of this
nematode in infested areas and decrease the selection pressure, alternative control



measures have been sought, among them, biological control. The objective of the work
was to evaluate the efficiency of biological products in the treatment of soybean seeds
aiming at the control of H. glycines. The experiment was conducted in a field naturally
infested with /. glycines, in a randomized block design, with four replications, using
the soybean cultivar Brasmax Desafio RR - 8423 RFS considered susceptible to the
nematode. The evaluated seed treatments were: T1 - Control (untreated), T2 -
Purpureocillium lilacinus (1 x 1010 CFU / g of PC) + Trichoderma harzianum (1 x
1010 CFU / g of PC); T3 - Trichoderma harzianum (1 x 1010 CFU / g PC); T4 -
Pochoma chlamydosporia (5.2 x 107 chlamydospores / g BW), TS5 - Bacillus
methilotrophicus (15 g 1.a.L-1); T6 - Bacillus subtilis (1.0 x 1011 CFU / g) + Bacillus
licheniformis (1.0 x 1011 CFU / g). Fresh root mass (MFR), number of females / g of
root, eggs / female, cyst / 100 cm3 of soil, eggs / cyst were evaluated at 30 and 60 days
after sowing (DAS) and productivity in end of the crop cycle. At 60 DAS, treatment 2
showed a higher MFR, being statistically equal to treatment 3. For the variable
females.g root”, in the evaluation at 60 DAS, a reduction of the population was
observed in treatments 2 and 3. In the variable eggs.™ at 30 DAS treatment 3 was the
only one that differed from the control, the reduction of eggs. Female™ in relation to the
control was more expressive in treatments 2 and 3, presenting a reduction of 34.05%
and 51.30% respectively , when the average number of eggs of each treatment was
performed in the 30 and 60 DAS periods. Assessing the reduction of eggs.cyst” in
relation to the control, treatment 3 stood out. There was no statistical difference for the
productivity variable.

Keywords: Heterodera glycines; biological nematode control, nematophagous fungi;
Glycine max

Introducao

Nos ultimos anos, a soja (Glycine max (L.) Merril) consolidou sua posigdo de
principal cultura da agricultura nacional, calcada em um cenario bastante favoravel
Sendo o segundo maior produtor mundial do grdo, o Brasil produziu na satra 2018/19,
cerca de 123,664 milhdes de toneladas, em uma drea plantada de 35,657 milhdes de
hectares, com uma produtividade média de 3.206 kg.ha™ (CONAB, 2019). Mas para
obter numeros significativos assim, ¢ necessario manejar uma séric de fatores que
afetam a cultura, destacando principalmente os fitonematoides.

Varias espécies de nematdides fitoparasitas tem sido relatadas ocasionando
danos a cultura da soja (G. max), nas principais regides do mundo, onde esta espécie ¢
cultivada. Em geral, danos mais severos sdo observados em regides de clima tropical e
de solo de textura arenosa, gerando uma estimativa de perda de 90%. O sistema
radicular das plantas infectadas torna-se debilitado, dificultando a absoredo de agna e de
nutrientes em quantidades suficientes para permitirem a planta uma boa produtividade
(GOOD, 1973; HINSON & HARTWING, 1982; SASSER, 1989).

Entre as espécies de fitonematoides que parasitam a soja, o nematdide de cisto
da soja (Heterodera glycines), ¢ considerado o problema mais importante para a cultura
nos Estados Unidos, desde a sua descoberta em 1954 (NOEL, 1992). No Brasil, esta
espécie foi identificada na safra de 1991/92, na Regido Central, no Mato Grosso, no
Mato Grosso do Sul, em Minas Gerais ¢ em Goias. As perdas de produtividade de grios
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podem alcangar 90%, dependendo do grau de infestagdo, suscetibilidade da cultivar,
fertilidade do solo e raga do nematoide (DHINGRA et al., 2009).

O ciclo de vida do nematoide de cisto da soja dura cerca de 21 a 24 dias, com
temperaturas variando entre 23 e 25°C, obtendo-se de 4 a 5 geragdes durante o ciclo da
cultura (Lauritis et al., 1983; Young, 1992). O processo de eclosdo ¢ influenciado por
fatores fisicos (temperatura e umidade) e quimicos (exsudados radiculares). A
temperatura ideal para a eclosdo do H. glyucines é de 24 °C com a umidade do solo
proxima a capacidade de campo (Young. 1992). A penetracdo do juvenil de /. glvcines
ocorre na base da coifa, onde ha a presenga de tecido meristematico. Como
consequéncia dessa penetragdo, ocorre a diminuigdo da expansdo do sistema radicular
da planta hospedeira (Aratjo, 2013).

Os sintomas aparecem em reboleira e as plantas atacadas pelo nematoide tem
seu crescimento reduzido, foihas cioroticas, diminuigao da taxa fotossintéuca, baixa
produtividade, podendo ocorrer morte prematura das plantas (RIGGS e SCHMITT,
1993; FREITAS et al., 2004, ASMUS e FERRAZ, 2005). Entretanto, o diagnostico
definitivo deve ser realizado com base na presenca de fémeas de cor branca ou amarela
presas as raizes (MENDES. 1993). Em areas onde o problema ja foi identificado, o
nematdide de cisto da soja (NCS) pode ser controlado utilizando-se de estratégias que
incluem o uso de cultivares resistentes ¢ o manejo integrado da soja, sendo
recomendada a combinagdo das estratégias disponiveis (EMRAPA, 2010).

Com isso, qualquer pratica que reduza o estresse devera aumentar a capacidade
das plantas em tolerar o parasitismo do nematoide (Riggs & Schmitt, 1987). Portanto, as
principais praticas que alteram e esta relacionada a dindmica de populagdo do NCS ou
que induzem as plantas a ter maior tolerancia a algum tipo de estresse, sdo: rotagdo de
culturas, preparo do solo (Riggs & Schmitt, 1989) e cultivares resistentes.

Dentre os diversos inimigos naturais dos nematoides comumente encontrados
nos solos, os que apresentam maior potencial como agentes de controle bioldgico sdo as
bactérias e os fungos (FERRAZ e SANTOS, 1995). Os fungos, conhecidos como
nematofagos, sdo os organismos mais estudados e apresentam estratégias sofisticadas
para infectar ou capturar os nematoides, podendo ser divididos em: predadores,
endoparasitas, oportunistas (parasitas de ovos e de fémeas sedentanas) ¢ aqueles que
produzem metabolicos toxicos aos nematodides (STIRLING, 1991).

Aragjo et al. (2002) avaliando o efeito da influéncia de Bacillus subtilis na
eclosdo de H. glycines in vitro observou uma redugio significativa em comparagdo com
os exsudatos ndo tratados com a bactéria. Ji, Almeida et al. (2015) observou que
sementes de soja tratadas com Purpureocillium lilacinus influenciou significativamente
a massa fresca de raiz e a quantidade de fémeas por sistema radicular ¢ por grama de
raiz.

Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de produtos
bioldgicos disponiveis no mercado e com registro para outros nematoides, no controle
de H. glycines.

Materiais e métodos

O ensaio foi conduzido no municipio de Ipameri-Go, na safra 2017/2018,
semeado no dia 01/12/2017, utilizando uma 4rea naturalmente infestada com .
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glycines, raga 6. O delineamento experimental utihzado fo1 em blocos casualizado, com
seis tratamentos e quatro repetigdes, totalizando 24 unidades experimentais, sendo a
cultivar de soja utilizada Brasmax Desafio RR — 8423RFS, considerada suscetivel ao
nematoide.

O tratamento de semente foi realizado pelo método do saco plastico com os
produtos dispostos na (Tabela 1), onde cada produto correspondeu a um tratamento: T1
testemunha, na qual ndo recebeu nenhum produto nematicida, T2: Purpureocillium
lilacinus + Trichoderma harzianum:. T3: Trichoderma harzianum; T4: Pochonia
chlamydosporia, T5: Bacillus methilotrophicus, T6: Bacillus subtilis + Bacillus
licheniformis.

TABELA 1. Produtos bioiogicos utiiizados nos tratamentos de semenies de soja

visando o manejo de H. glycines na soja, em campo naturalmente infestado, Ipameri-
GO.

Trat. Nome Comercial Ingrediente Ativo Dose p.c. Dose i.a
1 Testemunha
2 Nemat + Purpureocillium 100g + 30g kg’ +
Ecotrich Lilacinus + 50g.100kg™" de 15g kg
Trichoderma sementes
Harzianum
3 Trichodermil Trichoderma 200mL. IOOkg'l de 96gL"
harzianum sementes
4 Rizotec Pochonia 250g.100kg™ de 70g.kg’!
chlamydosporia sementes
5 Onix Bacillus 200mL.100kg™" de 3mLL’
methilotrophicus sementes
6 Presence Bacillus subtilis +  100g 100kg™ de 20g kg

Bacillus
licheniformis

sementes

As parcelas foram compostas por seis linhas espagadas a 0,50m entre linhas,
com 6 metros de comprimento. As duas linhas centrais foram preservadas para avaliar
produtividade, as linhas ao lado das centrais foram destinadas a avaliagio de
nematoides, e as demais linhas descartadas como bordaduras. A adubagdo e calagem
foram feitas de acordo com os niveis de nutrientes do solo (Braga et al, 2004), e quando
necessario, foi realizado o controle de pragas da parte aérea (Embrapa 2012).

As avaligdes do ensaio de /. glycine foram feitas aos 30 e 60 DAS, coletando
oito plantas com solo e raiz por parcela e levadas ao laboratério para avaliar MFR,
fémea g’ de raiz, ovos.fémea' e cisto.100cm? de solo. A metodologia utilizada para
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extrair as f€émeas foi a de Tihohod (2000), em que as raizes de soja foram lavadas em
dgua corrente sobre um conjunto de peneiras de 20 e 60 Mesh. Em seguida, o material
retido na peneira de 20 Mesh foi descartado e o que ficou retido na peneira de 60 Mesh
foi recolhido em um béquer (com auxilio de uma pisseta) e filtrado em papel filiro sobre
uma calha telada (Andrade et al, 1995) Em seguida, esse material filtrado for
encaminhado a um microscopio estereoscopio, com aumento de 15x, para quantificar o
niumero de fémeas do nematoide. Para contagem de cisto utilizou a metodologia de
Jenkins (1964), que consiste em pegar 100 cm? de solo, realizar a suspengdo de cisto em
dgua, e verter sobre as penciras de 20 ¢ 60 Mesh. Em seguida, o material retido na
peneira de 20 Mesh for descartado ¢ o que ficou retido na peneira de 60 Mesh foi
recolhido em um béquer (com auxilio de uma pisseta) e filtrado em papel filtro sobre
uma calha telada. Em seguida, esse material filtrado foi encaminhado a um microscopio
estetoscopio, com aumento de 15x, para quantificar o nimero cisto.

Para a quantificagdo de ovos, as fémeas foram colocadas em um conjunto de
peneiras de 100 mesh sobre 400 mesh e sendo esmagadas para que liberassem os ovos,
com o auxilio de um tubo de ensaio e agua corrente. Os ovos retidos na peneira de 400
mesh foram colocados em béquer e com auxilio de uma camara de Peters, foram
contados em microscopio optico. A avaliagdo da produtividade ocorreu quando a cultura
estabeleceu o estadio R8, coletando 10 metros lineares de plantas, sendo as duas linhas
centrais de cada parcela (Sm de cada linha). Os dados foram submetidos ao teste .SD a
5% de significancia, através do programa estatistico R.

Resultados e discussio

A massa fresca das raizes (MFR) diferiu estatisticamente entre os tratamentos
avaliados apenas aos 60 DAS quando for possivel observar maiores valores para os
tratamentos 7. lilacinus + T. harzianum e 1. harzianun (Tabela 2). Esse resultado pode
ser atribuido provavelmente ao fungo 7richoderma harzianum que segundo
MACHADO et al. (2012) atua como antagonista dos patdgenos presentes no solo e nas
sementes e como estimulador do crescimento e do desenvolvimento de plantas.

TABELA 2. Massa fresca de raiz (MFR) das plantas de soja nas avaliagdes aos 30 e 60
dias apos a semeadura (DAS).

Agentes de Biocontrole i
30 60

Testemunha 10,3 aA 15,73 bcA

P. llacinus + T. harzianum 10,95 aB 25,53 aA

T. harzianum 1113 aB 22,18 abA

P. chlamydosporia 153 aA 14,5 bcA

B. methilotrophicus 11,6 aA 15,9 bcA

B. subtilis + B. licheniformis 9.88 aA 13,08 cA
‘CV1 (%) 33.55
"CV2 (%) 47.78

Tratamento' T1 - Testemunha (ndo tratada), T2 - Purpureocillium hilacinus (1 x Iomﬁ(‘./g de PC) + Trichoderma
harzianum (1 x 10" UFC/g de PC), T3 - Trichoderma harzianum (1 x 10'° UFC/g de PC), T4 - Pochonia
chlamydosporia (5.2 x 107 clamidésporos/g de PC), T5 - Bacillus methilotrophicus (15 g 1a.L™"), T6 - Bacillus
subtilis (1,0 x 10" UFC/g) + Bacillus licheriformis (1,0 x 1o UFC/g)

* Tratamentos, ** Tralamentos x DAS



O namero de fémeas de H.glicynes g raiz”', ndo diferiu entre os tratamentos aos
30 DAS. Aos 60 DAS os tratamentos com P. lilacinus + T. harzianum ¢ T. harzianum
apresentaram redugdo na populagio de fémeas g raiz’' na escala de 24,74% e 17,23%
respectivamente, em relagdo a testemunha (Tabela 3). O tratamento com 7.
chlamydosporia foi o que apresentou menor controle de fémeas. g raiz' aos 60 DAS
(Tabela 3). Segundo AULER et al. (2013), estudos realizados ir vitro para controle de

I patogenos, o fungo 7. harzianum vem se destacando em diferentes graus de sucesso.

Ja para variavel ovos.fémea™ aos 30 DAS o tratamento 7. harzianum foi o unico
que diferenciou da testemunha, com um nimero do ovos inferior (Tabela 3). No
entanto, esse resultado ndo foi mantido aos 60 DAS, onde essa variavel foi

' estatisticamente igual para todos os tratamentos (Tabela 3).

TABELA 3. Fémeas. g raiz' aos 30 e 60 DAS. Ovos.fémea” aos 30 e 60 DAS.

: Fémea.g raiz” % Redugdo Ovos.fémea™
Agente de Biocontrole de fémea.g
30 60 raiz'l 30 60
Testemunha 2145 Ak 983 isbA 15301 iaki > 1576 ~aB
i i”"“‘”’” ik 204 aA 66 bA  -2474 10086 abA 1045 aB
arzianum
7. harzianum 2956 gk« 693+ DA TA793 7126 BA o 1094 aA
P. chlamydosporia 1:05°; .aB 1625 “aA 50,87 106,79 abA 23.96 aA
B. methilotrophicus 1,62 ‘aA 822 abA . -1416 13552 abA - 2107 7 &B
2 sty + B, T WA 00T uahAly © gad 1 11348 ABA. V1487 aB
licheniformis
‘CV1 (%) 78.52 78.03
"CV2 (%) 117.45 92 .94

Tratamento: T1 - Testemunha (ndo tratada); T2 - Purpureocillium lilacinus (1 x 10" UFC/g de PC) + Trichoderma
harzianum (1 x 10'® UFC/g de PC), T3 - Trichoderma harzianum (1 x 10" UFC/g de PC). T4 - Pochonia
chlamydosporia (5,2 x 107 clamidésporos/g de PC); TS - Bacillus methilotrophicus (15 g ia L"), T6 - Bacillus
subtilis (1,0 x 10" UFC/g) + Bacillus licheniformis (1,0 x 10" UFC/g)

* Tratamentos; ** Tratamentos x DAS

Para a variavel cisto.100 cm” de solo observou-se diferenga estatistica apenas
aos 60 DAS em que os tratamentos com 7. harzianum e B. subtilis + B. lincheniformis
apresentaram maior numero de cisto.100 cm™ com relagio a testemunha. Entre as
épocas avaliadas, os tratamentos ndo diferiram (Tabela 4). Segundo MENDES, et al
(2018) resultados obtidos com 7. harzianum via tratamento de sementes apresentou uma
diminuigio no nimero de cistos. 100 cm™ de solo aos 30 DAS

Aos 30 DAS nio foi observada diferenga estatistica para a variavel ovos.cisto "
No entanto aos 60 DAS o tratamento com 7. harzianum se destacou com o menor
namero de ovos.cisto', apesar de ndo diferir da testemunha (Tabela 4). Fungos do
género 7richoderma sdo oportunistas, simbiontes de plantas, fortes competidores no
ambiente do solo, constituem fontes de enzimas degradadoras de parede de outros
fungos, sdo, também, importantes produtores de antibiéticos ¢ parasitas fitopatogénicos
KUMAR et al. (2012)



TABELA 4. Quantidade de cisto.100 cm™ de solo aos 30 ¢ 60 DAS. Quantidade de
ovos.cisto™.

. 5 S
A genive da Biotonmols Cisto.100 cm Ovos cisto

30 60 30 60

Testemunha 30 aA 2325 cA 28 aA 80,94 abA

P. lilacinus + T. harzianum 30 caA 5 29 bcA 4231 aA 62,78 abA

T. harzianum 36,5 aA 69 aA 1798 aA 21,58 DbA

P. chlamydosporia 20.75 aA 35,75 bcA 40,74 aA 1014 aA

B. methilotrophicus 17,75 aA 47,75 abcA 80,57 aA 57,67 abA

B. subtilis + B. licheniformis 36,5 aA 55,5 abA 41,7 aA 4885 abA
CV1 (%) 56.36 109.31
CV2 (%) 63.50 80.11

Tratamento: T1 - Testemunha (ndo tratada); T2 - Purpureocillium lilacinus (1 x 107 UFC/g de PC) + Trichoderma
harzianum (1 x 10" UFC/g de PC) T3 - Trichoderma harzianum (1 x 10'° UFC/g de PC) T4 - Pochonia
chlamydosporia (52 x 107 clamidésporos/g de PC): T5 - Bacillus methilotrophicus (15 g 1a L"), T6 - Bacillus
subtilis (1,0 x 10" UFC/g) + Bacillus licheniformis (1,0 x 10" UFC/g).

* Tratamentos. ** Tratamentos x DAS

Nio foi observada diferenga estatistica para a variavel produtividade (Grafico 2).
No entanto, o tratamento P. chlamydosporia se destacou com um incremento de 31
sacas.ha’, comparado a testemunha (Grafico 2). Segundo (Hayat et al., 2010; Escudero
& Lopez-Llorca, 2012; Manzanilla-Lopez et al, 2013) a influéncia mutua entre planta e
fungo pode aumentar a tolerdncia da planta a estresses bioticos e abidticos, como
também de promover o crescimento das culturas, justificando o aumento de
produtividade.

PRODUTIVIDADE

| ® Kg.ha-1
|
? 4.167,65
: 4.053,55
! o 3.893,31 3.914,65

I I e '

Testemunha P lilacinus +T.  T. harzianum P. B. B. subtilis + B.

‘ harzianum chlamydosporia methilotrophicus licheniformis

GRAFICO 2. Produtividade em kg por hectare.



Conclusio

Os fungos P. lilacinus e 1. harzianum apresentam resultados positivos tanto para
controle do nematoide de cisto (H. glicynes) quanto para o incremento de MFR. No
entanto, somente o tratamento com P. chlamydosporia proporcionou incremento de
produtividade em relagio a testemunha.
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