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RESUMO

Fungos entomopatogénicos dos géneros Metarhizium, Beauveria e Isaria estdo
sendo comercializados como bioinseticidas, no entanto, ndo existem relatos do uso deles
como agentes de controle bioldgico de fitonematoides. Heterodera glycines (Nematoda:
Heteroderidae) e Pratylenchus brachyurus (Nematoda: Pratylenchidae) sdo duas das
espécies de fitonematoides que mais causam danos a cultura da soja. Nesse estudo,
objetivou-se avaliar o desenvolvimento de H. glycines e P. brachyurus em plantas de soja
previamente inoculadas com suspenstes flingicas de Metarhizium sp indeterminada 1
ESALQ-1638, Beauveria bassiana ESALQ-3399 e Isaria fumosorosea ESALQ-3422 a fim
de verificar se os fungos utilizados como inoculantes poderiam proteger as plantas desses
parasitos. Como as inocula¢des dos fungos foram feitas no momento da semeadura das
sementes de soja, buscou-se também verificar a persisténcia dos mesmos nas raizes e
no solo em que as plantas se desenvolveram. Testes in vitro, onde os nematoides foram
colocados em contato direto com os entomopatdégenos foram realizados para verificar se
os fungos poderiam ser patogénicos as duas espécies de fitonematoides. Os resultados
revelaram que as plantas de soja inoculadas com o isolado de B. bassiana ESALQ-3399
apresentaram menores populacbes de H. glycines nos dois experimentos e de P.
brachyurus em apenas um dos trés experimentos em comparacdo com as plantas
controle. B. bassiana ESALQ-3399 foi recuperado das raizes das plantas de soja por
mais de 70 dias, entretanto n&o foi detectado no substrato. Os testes in vitro revelaram
gue nenhum dos fungos entomopatogénicos conferiu efeito negativos na eclosdo de
juvenis e na mobilidade dos fitonematoides. Estas observagcbes sugerem que estudos
mais detalhados devem ser realizados para garantir uma maior e mais homogénea
colonizacdo endofitica do isolado B. bassiana ESALQ-3399 nas plantas de soja para

confirmar seu potencial como antagonista de H. glycines e P. brachyurus.

Palavras-chave: entomopatdgenos; endofiticos; fitonematoides; controle biolégico.



ABSTRACT

Entomopathogenic fungi of the genera Metarhizium, Beauveria and Isaria have
been used as bioinsecticide, however, there are no reports of their use as biological
control agents against phytonematodes. Heterodera glycines (Nematoda: Heteroderidae)
and Pratylenchus brachyurus (Nematoda: Pratylenchidae) are two of the major nematode
species that can cause damages to soybean. In this work, the objective was to evaluate
the development of H. glycines and P. brachyurus in soybean plants previously inoculated
with fungal suspensions of Metarhizium sp indeterminated 1 ESALQ-1638, Beauveria
bassiana ESALQ-3399 and Isaria fumosorosea ESALQ-3422 to verify if those fungi used
as inoculants could protect the plants from these parasites. The fungi inoculation were
carried out during the soybean seeding and the persistence of the fungi in the roots and
soil was verified. Experiments in vitro were done to check if the entomopathogenic fungi
were pathogenic to both nematode species. The results showed that the soybean plants
inoculated with the isolate of B. bassiana ESALQ-3399 showed smaller populations of H.
glycines in both experiments and of P. brachyurus in only one of three experiments
compared to the control plants. B. bassiana ESALQ-3399 was recovered from the
soybean roots for more than 70 days, however, it was not recovered from the soil. The in
vitro experiments revealed that none entomopathogenic fungi caused negative effects for
the egg hatch and mobility of juvenile nematodes from both species. These observations
suggest that more detailed studies should be carried out to ensure a greater and more
homogeneous endophytic colonization of the B. bassiana ESALQ-3399 isolate in soybean

plants to confirm its potential as an antagonist of H. glycines and P. brachyurus.

Key words: entomopathogens, endophytes; phytonematodes; biological control.



INTRODUCAO

A cultura da soja (Glycine max L. Merr) é a commodity mais importante do
agronegécio brasileiro, ocupando cerca de 50% da &rea cultivada com grdos no pais e
esta presente na maior parte dos estados (Cepea 2017). A safra 2017/18 resultou na
producdo de aproximadamente 120 milhdes de toneladas de soja, que foram cultivadas
em aproximadamente 35 milhdes de hectares (Conab 2018). Esses resultados foram
importantes para manter o Brasil como o segundo maior produtor e o maior exportador de
soja no mundo. Por se tratar de uma espécie exdtica e cultivada em grande escala, a soja
esta exposta a um grande grupo de pragas capazes de desfolhar, sugar, transmitir
doencas e até mesmo parasitar as plantas de soja originando uma perda significativa na
producdo de cada safra.

Dentre os principais desafios para o cultivo da soja, destacam-se os ataques dos
fitonematoides que sdo endo ou ectoparasitos de plantas (Pinheiro, 2012). Grande parte
dos fitonematoides encontram-se presentes no solo na forma de ovos ou cistos, migrando
para as plantas em seus primeiros estagios vegetativos na forma mével (juvenis) e
completando o ciclo de desenvolvimento nas raizes das plantas hospedeiras. Os
fitonematoides apresentam uma estrutura denominada estilete que é utilizada para a
alimentagdo deles, assim os nematoides inserem o estilete nas células radiculares para
remover o contetdo celular ocasionado danos na estrutura das raizes e na nutricdo das
plantas (Pinheiro, 2012). Atualmente, Heterodera glycines e Pratylenchus brachyurus
(Nematoda) representam duas das espécies de fitonematoides mais agressivas a soja no
Brasil (Asmus & Inomoto, 2007), por possuirem ciclos de vida relativamente curtos podem

aumentar suas populacdes exponencialmente em pouco tempo.

O nematoide-do-cisto-da-soja, H. glycines Inchinohe, 1952 (Nematoda:
Heteroderidae) é uma espécie que possui grande afinidade por hospedeiros vegetais da
familia Fabaceae, e pode estar presente em regides mais secas com solo mais arenoso
(Koenning & Barker, 1995). Portanto, esta espécie de nematoide representa um grande
problema para a producdo de soja brasileira, cuja maior parte se concentra na regiao
centro-oeste do pais, onde ha condi¢cdes climaticas e fisicas ideais para o
desenvolvimento destes individuos. Uma carateristica importante de H. glycines é a
producdo de cistos para sobrevivéncia em ambientes extremos. Um cisto é o corpo de
uma fémea de H. glycines que passou por transformacgdes fisicas e quimicas apos sua

morte, adquirindo uma coloracdo mais escura (marrom) e uma estrutura mais rigida



(Niblack, 2005). Um cisto pode armazenar centenas de ovos que podem ficar vidveis por
varios anos (Sipes et al.,, 1992). Em solos com nivel de infestagdo muito alto, esse
nematoide pode causar perdas proximas a 100%, ou seja, pode comprometer uma safra
inteira, em alguns casos (Mendes et al., 1992).

O nematoide-das-lesdes-radiculares, P. brachyurus (Godfrey, 1929) Filipjev &
Schuurmans Stekhoven, 1941 (Nematoda: Pratylenchidae) pode causar significativos
danos a diferentes culturas. Essa espécie ha algum tempo ja havia sido reportada em
solos brasileiros, mas foi apenas na safra 2001/02, quando causou significativas perdas
nas lavouras do cerrado passou a ser vista como uma verdadeira inimiga para a
agricultura brasileira (Silva & Pereira, 2003). As grandes infestacfes de P. brachyurus
ocorrem, geralmente, em solos onde ha cultivo intensivo sem a rotagéo de culturas. Neste
ambiente favoravel, os individuos de P. brachyurus podem causar perdas que giram em
torno de 30% da safra total (Goulart, 2008).

Ambas as espécies de fitonematoides descritas possuem fases de seus ciclos de
vida nas raizes de plantas hospedeiras (juvenis e adultos) e no solo (ovos). Desta
maneira, se 0 hematoide for controlado ainda no solo, consegue-se evitar sua migracéo
para as raizes e consequentemente evitam-se os danos causados nas plantacfes. O
controle quimico constitui o principal método de controle de nematoides (Nunes et al.,
2010). No entanto sua alta toxidade, custo e questdes de resisténcia acabam tornando

este método ndo tao vidvel para o ambiente e para o produtor.

O controle bioloégico surge como um importante pilar do Manejo Integrado de
Pragas (MIP), podendo auxiliar na reducdo de intensivas aplicacbes de defensivos
agricolas. Protozoarios, fungos e bactérias sdo alguns dos inimigos naturais de
fitonematoides, no entanto a maioria dos estudos nesta area volta-se para o controle
biol6gico promovido pelos fungos nematéfagos (Carneiro, 1992). Estudos demostraram
gue os fungos Purpureocillium lilacinus (antigamente denominado Paecilomyces lilacinus)
e Pochonia chlamydosporia possuem potencial para o controle dos fitonematoides, em
especial do género Meloidogyne (Freire & Bridge, 1985; Coutinho et al., 2009). De acordo
com Carneiro (1992) dentre os fungos que podem controlar populacbes de
fitonematoides, 0os que mais se destacam s&o aqueles que podem persistir no solo por
mais tempo e causar maior viruléncia aos ovos, impedindo a eclosdo dos juvenis e

consequentemente sua migracao as raizes das plantas.



Estudos recentes tém demonstrado que os fungos entomopatogénicos dos
géneros Metarhizium, Beauveria e Isaria (Ascomycetes: Hypocreales) persistem no solo
dos agroecossistemas (Meyling & Eilenberg, 2006 e 2007), apresentam uma associacao
com a rizosfera das plantas e em alguns casos podem colonizam o interior das plantas,
sendo considerados como microrganismos endofiticos (Vega, 2008). As relagbes dos
fungos entomopatogénicos com o solo e as plantas podem gerar uma série de beneficios,
tais como, promocéao de crescimento das plantas (Vega, 2008; Sasan & Bidochka, 2012),
aquisicdo de nutrientes (Behie et al.,, 2012; Behie & Bidochka, 2014), prote¢do contra
fitopatogénos (Sasan & Bidochka, 2013), herbivoria (Parsa et al., 2013) e estresses
abidticos (Khan et al., 2012).

Estudos prévios conduzidos no laboratério de Patologia e Controle Microbiano de
Insetos, ESALQ-USP, demostraram que os isolados Metarhizium sp Indeterminada 1
(ESALQ-1638), Beauveria bassiana (ESALQ-3399) e Isaria fumosorosea (ESALQ-3422)
tem uma associacdo com as plantas de soja e persistem no solo por até 60 dias (Bolsa
PIBIC 2016/17 da aluna Beatriz Cecato Dumalakas). A associacdo desses isolados
fungicos com as plantas de soja afetou negativamente o desenvolvimento das lagartas
desfolhadoras Chrysodeixis includens e Helicoverpa armigera e a mosca-branca, Bemisia
tabaci (dissertagdo de mestrado do aluno Fernando Belezini Vinha, 2018). Para dar
continuidade nos estudos sobre os efeitos nas plantas inoculadas com os fungos
entomopatogénicos se propde como objetivo de trabalho avaliar os efeitos da associa¢ao
fungos descritos acima com as planta de soja sobre a populacdo e dindmica de

fitonematoides, H. glycines e P. brachyurus.
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MATERIAIS E METODOS
Obtenc¢do do material fungico

Os isolados fungicos de Metarhizium sp indeterminada 1 (ESALQ-1638), B.
bassiana (ESALQ-3399) e |. fumosorosea (ESALQ-3422) foram obtidos da Colecdo de
entomopatégenos “Prof. Sérgio Batista Alves” do Laboratério de Patologia e Controle
Microbiano de Insetos da ESALQ-USP, Piracicaba. O isolado de B. bassiana foi cultivado
em placas de Petri contendo meio de cultura completo- MC (Alves et al., 1998), ja os
isolados de Metarhizium sp indet 1 e I. fumosorosea foram multiplicados sobre meio de
cultura Batata Dextrose &gar — BDA Difco'™. Todas as placas foram incubadas
simultaneamente em camaras tipo B.O.D a 26 + 1°C e 12 horas de fotofase durante 10
dias. Apos este periodo, as placas que apresentaram esporulacdo foram utilizadas para a
preparacdo de suspensdes fungicas a partir da raspagem das estruturas reprodutivas dos
fungos (conidios) com espalhante Tween 80 (0,01%). Posteriormente, foram preparadas
diluicBes seriadas para determinar a quantidade de conidios com auxilio de uma camara
de Neubauer em um microscopio de luz e, assim, ajustar a concentracdo para 1x10°

conidios/mL.

Determinacao da viabilidade do material fungico

Para confirmar a viabilidade dos fungos utilizados nos experimentos foi avaliada a
porcentagem de germinacao dos conidios de acordo com a metodologia de Oliveira et al.,
(2015). Para isso foram utilizadas placas de Petri tipo Rodac™ contendo 4 mL de meio de
cultura BDA mais o fungicida Derosal™ 500 SC (10 microlitros/L) (principio ativo
Carbendazim, Bayer CropScience, SP, Brasil) e incubadas com suspensdes de 1x10°
conidios/mL de cada espécie fungica. Posteriormente, as placas foram mantidas em
camara tipo B.O.D por 22h a 26° C e 12h de fotofase. O numero de conidios germinados
e ndo germinados foi quantificado em microscopio 6tico com objetiva de 400X, estimando-
se a porcentagem de conidios germinados. Em todos os experimentos utilizou

suspensodes de conidios com porcentagem de viabilidade superior a 90%.
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Obtencdo dos fitonematoides Heterodera glycines e Pratylenchus

brachyurus

Os fitonematoides das espécies H. glycines e P. brachyurus foram mantidos e
multiplicados em casa de vegetacdo sobre cultivares suscetiveis, no laboratério de
Nematologia sob a coordenacdo do Prof. Mario Massayuki Inomoto do departamento de
Fitopatologia e Nematologia (LFN) da ESALQ-USP. Os inéculos foram preparados
através da extracdo dos nematoides (ovos e/ou juvenis), das plantas hospedeiras que
ficaram na casa de vegetagdo, conforme a metodologia de Coolen e D’Herde (1972).
ApoGs a extracdo dos nematoides, foi quantificado o numero de nematoides por mL com

auxilio de uma lamina de Peters e um microscopio optico.

Acdao de fungos entomopatogénicos sobre o desenvolvimento de Heterodera
glycines em plantas de soja

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo em duas épocas do
ano, sendo o primeiro realizado no periodo de 04 de junho a 30 de julho de 2018, neste
experimento a inoculacdo dos fungos entomopatogénicos e a semeadura ocorreram no
dia 04 de junho de 2018, no entanto a inoculagdo dos ovos de H. glycines ocorreu no dia
18 de junho de 2018, quando as plantas atingiram o estagio vegetativo desejado. No
segundo experimento que ocorreu entre 30 de agosto a 22 de outubro de 2018, a
inoculagdo dos fungos e a semeadura das sementes marcaram o dia inicial do
experimento (30 de agosto de 2018), mas a inoculacdo dos nematoides ocorreu apenas
no dia 10 de setembro de 2018.

Sementes de soja da variedade BRS 284 (EMBRAPA) foram semeadas em vasos
plasticos de coloracdo preta, com aproximadamente 1000 gramas de uma mistura de
areia e solo (3:1) estéril adquirida do Laboratério de Nematologia, sendo este um solo

mais arenoso para o melhor desenvolvimento dos individuos de H. glyines inoculados.

A inoculacdo dos fungos entomopatogénicos foi realizada através da aplicacédo
direta de 8 mL da suspensdo de 1x10® conidios/mL sobre a superficie do solo no
momento da semeadura de acordo com metodologia de Parsa et al. (2013). As plantas
controle foram inoculadas com 8 mL do espalhante Tween 80 (0,01%) utilizado para a

preparacéo dos fungos.
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A infestacdo de nematoides ocorreu quando as plantas de soja atingiram o estagio
vegetativo V1, com apenas um par de folhas unifolioladas, o que aconteceu por volta de 7
a 10 dias apdés a semeadura. Os inoculos de H. glycines foram disponibilizados pelo
Laboratério de Nematologia, contendo preferentemente ovos. No experimento 1 foram
inoculados 1828 ovos + 36 juvenis por planta e no experimento 2 foram inoculados 890
ovos + 240 juvenis. A suspensdo contendo os ovos de H. glycins foi inoculada em um
orificio de 2 cm de didmetro aberto no solo e préximo as raizes das plantas. Apos a

inoculagéo o orificio foi fechado com vermiculita.
Os tratamentos foram:

1- Tween 80 (0,01%) + H. glycines (Controle)

2- Metarhizium sp indeterminada 1 ESALQ-1638 + H. glycines
3- B. bassiana ESALQ-3399 + H. glycines

4- |. fumosorosea ESALQ-3422 + H. glycines

Para cada tratamento foram inoculadas 20 plantas, as quais foram mantidas em
casa de vegetacao pelo periodo de 60 dias apds a semeadura, respeitando o ciclo de vida
de H. glycines que é no minimo 22 dias (Niblack, 2005). As unidades experimentais foram
dispostas em dez blocos casualizados, sendo que em cada bloco possuia duas repeticdes

de cada um dos tratamentos;

Apoés aproximadamente 45 dias da inoculacdo dos nematoides nas plantas, foi
realizada a extragd@o dos cistos de H. glycines presentes nas raizes e no solo. O processo
de extracdo dos cistos de H. glycines das raizes de soja foi realizado a partir da lavagem
externa das raizes a fim da obtenc&o dos cistos formados e aderidos nesta parte da raiz.
Neste processo, as raizes de cada uma das unidades experimentais foram separadas do
solo e lavadas manualmente em &gua corrente para remover os cistos. O material da
extracdo foi colocado em peneiras de 20 e 100 mesh, respectivamente, e o material retido
foi recolhido com agua e reservado num pequeno frasco de vidro. Os frascos foram
mantidos em banho-maria a 60°C com o proposito de estabilizar os nematoides e,
posteriormente, adicionou-se 200uL de formol a fim de conservar os cistos para as
respectivas contagens. Os cistos presentes no solo foram extraidos do volume total da
mistura de solo (aproximadamente 1000 gramas) de cada um dos respectivos vasos. O
solo foi diluido em um balde plastico com 4 litros de agua e, posteriormente, foi colocado

em peneiras de 20 e 60 mesh para reter os cistos. O material retido na peneira de 60
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mesh foi recolhido com a adicdo de agua, devidamente reservados em frascos de vidro e,
consequentemente estabilizados em banho-maria a 60°C e 200uL de formol para as
respectivas contagens.

Para a contabilizacdo dos cistos de H. glycines presentes no solo e nas raizes das
plantas de soja, foram contados o nimero de cistos presentes em 3 mL de cada uma das
suspensfes preparadas na etapa anterior. As contagens foram feitas com o auxilio de
uma placa de Petri (90 mm) que foi quadriculada manualmente (20 mm X 20 mm) e uma
lupa oOptica. O volume total de cada frasco foi medido e arquivado antes do inicio das
contagem para auxiliar nos célculos realizados posteriormente. Multiplicando a média
obtida nas contagens com o volume total do frasco obtém-se a quantidade total de

nematoides presentes na respectiva raiz e solo.

Acdo de fungos entomopatogénicos sobre o desenvolvimento de
Pratylenchus brachyurus em plantas de soja

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacao em trés épocas do ano,
sendo o primeiro experimento realizado no periodo de 22 de fevereiro a 14 de maio de
2018, o dia 22 de fevereiro de 2018 marca o inicio do experimento, ou seja, o dia em que
as sementes de soja foram semeadas e os fungos entomopatogénicos inoculados sobre
elas, mas a contagem do ciclo de vida dos individuos de P. brachyurus iniciou a partir da
sua data de inoculagédo que foi em 07 de marco de 2018. No segundo experimento que
aconteceu entre 18 de abril e 05 de julho de 2018, os nematoides foram inoculados no dia
2 de maio de 2018. O terceiro experimento que foi de 30 de agosto a 14 de novembro de

2018, a inoculagéo de P. brachyurus ocorreu no dia 18 de setembro.

Nestes experimentos, as sementes de soja da variedade BRS 284 (EMBRAPA)
foram semeadas em copos plasticos transparentes (500 mL) com aproximadamente 800
gramas de uma mistura feita com solo estéril e areia (granulometria média) na proporcao
de 3:2. Cada copo do experimento representou uma unidade experimental, havendo
apenas uma unica planta de soja por copo. No terceiro experimento, a metodologia foi
ajustada visando melhores condi¢cfes sanitarias para as plantas, j& que nos experimentos
anteriores verificou-se que 0s vasos eram pequenos para as mesmas. Nesse experimento

as sementes foram colocadas em vasos plasticos de coloracdo preta, com
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aproximadamente 1000 gramas de uma mistura de solo e areia de acordo com a

metodologia para H. glycines.

As inoculacbdes dos fungos entomopatogénicos foram realizadas através da
aplicacdo direta de 5 mL de uma suspensdo de 1x10® conidios/mL sobre a superficie da
mistura do solo com o auxilio de uma pipeta volumétrica, logo ap6s a semeadura das
sementes, de acordo com metodologia de Parsa et al., (2013). As plantas controle foram
inoculadas com 5 mL do espalhante Tween 80 (0,01%) utilizado para a preparacdo dos
fungos. No terceiro experimento foram utilizados 8 mL da suspensdo de conidios e do
Tween 80 (0,01%) devido a maior quantidade da mistura de solo e areia.

Quando as plantas atingiram o estagio vegetativo V1 (aproximadamente 10 dias
pés-semeadura) foram realizadas as inoculagdes de juvenis de P. brachyurus em cada
planta. No primeiro experimento foram inoculados 1105 juvenis/planta, no segundo 996
juvenis/planta e no terceiro 893 juvenis/planta. As suspensdes contendo 0s nematoides
foram inoculadas em orificio/s de 2 cm de didmetro aberto no solo e proximo as raizes

das plantas e, posteriormente, esses orificio/os foram fechados com vermiculita.
Os tratamentos foram:

1- Tween 80 (0,01%) + P. brachyurus (Controle)

2- Metarhizium sp indeterminada 1 ESALQ-1638 + P. brachyurus
3- B. bassiana ESALQ-3399 + P. brachyurus

4- |. fumosorosea ESALQ-3422 + P. brachyurus

Para cada tratamento foram inoculadas 20 plantas, totalizando 80 plantas. Todas
as plantas foram mantidas em casa de vegetacdo pelo periodo de 80 dias apés a
semeadura, respeitando o ciclo de vida de P. brachyurus que é de aproximadamente 60
dias, de acordo com a metodologia utilizada por Alves et al.,, (2011). As unidades
experimentais foram dispostas em dez blocos casualizados, sendo que em cada bloco

possuia duas repeticdes de cada um dos tratamentos;

Apos aproximadamente 60 dias da inoculagcdo dos nematoides, foram extraidos os
juvenis de P. brachyurus seguindo a metodologia de Coolen & D’Herde (1972). Neste
processo, cada planta foi retirada dos vasos e as raizes lavadas e separadas da parte
aérea. Posteriormente, as raizes foram processadas num liquidificador com a adicao de

100 mL de &gua, gerando assim uma suspensao aquosa com material vegetal e 0s
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nematoides. Apds o0 processamento das raizes, foi adicionada uma pequena quantidade
de caulim nas suspensdes obtidas, e as mesmas foram transferidas para os tubos de uma
centrifuga onde foram centrifugadas individualmente por cinco minutos, para que o caulim
pudesse reter todos o0s possiveis nematoides presentes nas suspensdes. Apds a
centrifugacéo de cada amostra, reservou-se o caulim sedimentado no fundo dos tubos e
adicionou-se 100mL de uma solucdo acucarada (Sacarose 60%). Posteriormente, a
suspenséao foi centrifugada novamente por um minuto e o liquido resultante passou por
uma peneira de 500 mesh para reter apenas os nematoides. O material retido foi
reservado em pequenos frascos de vidro, onde foram identificados de acordo com seu

tratamento e numero de repetigao.

A quantificagdo do nimero de ovos e juvenis de P. brachyurus foi realizada com o
auxilio de uma lamina de Peters e um microscépio 6ptico num aumento de 400X. A lamina
de Peters € uma placa acrilica (70 mm X 35 mm) que possui marcas delimitadas por seis
colunas e quatro linhas, formando assim 24 pequenos quadrados que auxiliam na
contagem do nimero de nematoides presentes nas solugdes preparadas anteriormente. A
quantificac@o foi realizada por triplicata em lamina de Peters, ou seja, foram utilizados 3
mL de cada suspenséao para obter a média de ovos e juvenis/mL. O volume total de cada
frasco foi medido para determinar a quantidade total de nematoides presentes na

respectiva raiz.

Determinacdo da presenca dos fungos entomopatogénicos em plantas de

soja e no solo

As plantas de soja inoculadas com os fungos entomopatogénicos e os nematoides
foram utilizadas para a determinacdo da presenca dos entomopatégenos nas raizes e na

mistura de solo e areia.

Para cada tratamento, foram utilizadas de 5 a 10 plantas, as quais foram
removidas dos vasos e lavadas com &gua para retirada do excesso de solo.
Posteriormente, as raizes de cada planta foram cortadas em pequenos fragmentos de
aproximadamente 2 cm de comprimento. Os fragmentos foram esterilizados
superficialmente de acordo com a metodologia de Lohse et al., (2015), onde os tecidos

vegetais foram lavados com &lcool (70%) por dois minutos, hipoclorito de sodio (0,01%)
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por trés minutos, alcool (70%) por dois minutos e trés lavagens sucessivas de agua
destilada estéril. ApOs a esterilizagdo, os fragmentos vegetais foram transferidos para
placas de Petri contendo meio de cultura seletivo descrito por Behie et al.,, (2015)
constituido por meio BDA (Difco™, USA) mais 0,5 g/L de Ciclohexamida, 0,2 g/L de
Cloranfenicol, 0,5 g/L de Dodine (65%) e 0,01 g/L de Cristal Violeta. Todas as placas
contendo o material vegetal foram incubadas em camara climatizada tipo B.O.D a 26 +
1°C e 12 horas de fotofase por 15 dias. A frequéncia de colonizacdo dos fungos
entomopatogénicos foi estimada como o nimero de fragmentos colonizados em relagéo

com o nuamero total de fragmentos por planta e expressada em percentagens.

Para avaliar a presenca dos fungos entomopatogénicos na mistura de solo e areia,
coletou-se 1 grama da mistura de cada vaso e homogeneizou-se em 10 mL de agua
estéril com Tween 80 a 0,01% (suspencdo original). Posteriormente, foram realizadas
diluicdes seriadas a partir da solucdo original até 10, e todas as diluicbes foram
transferidas para placas de Petri contendo o meio seletivo descrito por Behie et al.,
(2015). Cada placa de Petri foi dividida em quatro quadrantes, onde se inoculou 20uL de
cada diluicdo do solo (Original, 10%,10% e 107). As placas foram mantidas em camara
climatizada tipo B.O.D a 26 + 1°C e 12 horas de fotofase durante 7 dias. A determinacéo
da presenca dos fungos entomopatogénicos no solo foi feita a partir da contagem de
Unidades de Formacdo de Colbnia (UFC) em cada diluicho e posterior ajuste de

UFC/gramas de solo.

A presenca dos fungos entomopatogénicos foi avaliada nas plantas dos dois
experimentos com H. glycines como assim também no segundo e terceiro experimento

com P. brachyurus.

Acado direta de fungos entomopatogénicos sobre Heterodera glycines e

Pratylenchus brachyurus (In vitro)

Para avaliar a existéncia de uma ac¢éo direta dos fungos entomopatogénicos sobre
0s ovos e juvenis de H. glycines e P. brachyurus foram realizados ensaios in vitro. Para
isso, os nematoides foram misturados com duas concentracdes (1 x 10° e 1 x 10’
conidios/mL) dos isolados fungicos Metarhizium sp indeterminada 1 (ESALQ-1638), B.
bassiana (ESALQ-3399) e I. fumosorosea (ESALQ-3422). As suspensdes fungicas foram
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preparadas a partir da raspagem de conidios em meio de cultivo e ajustadas nas
concentrages 1x10° e 1x10’ conidios/mL em camara de Neubauer, como descrito
anteriormente. Para o experimento realizado com a espécie H. glycines, foi utilizada um
indculo contendo aproximadamente 200 ovos e alguns juvenis recém-eclodidos/mL. O
experimento com P. brachyurus foi utilizado um in6culo contendo aproximadamente 50

juvenis/mL. Desta maneira para ambas as espécies de nematoides, os tratamentos foram:

1) Nematoide + Tween 80 0,01% (Controle)

2) Nematoide + Metarhizium sp indet 1 ESALQ-1638 (1x10° conidios/mL)
3) Nematoide + Metarhizium sp indet 1 ESALQ-1638 (1x10’ conidios/mL)
4) Nematoide + Beauveria bassiana ESALQ-3399 (1x10° conidios/mL)

5) Nematoide + Beauveria bassiana ESALQ-3399 (1x10 conidios/mL)

6) Nematoide + Isaria fumosorosea ESALQ-3422 (1x10° conidios/mL)

7) Nematoide + Isaria fumosorosea ESALQ-3422 (1x10’ conidios/mL)

Todos os tratamentos foram realizados com a mistura de 1 mL do inoculo de
nematoide (H. glycines ou P. brachyurus) e 1 mL das suspensfes de conidios ou Tween
80 0,01% por repeticdo, sendo realizada 5 repeticdes por tratamento. Os experimentos
foram instalados em placas de titulacdo (ELISA) com 24 pocos, sendo utilizados apenas
0s 7 pocos de cada placa e 5 placas para cada espécie de nematoides. Uma vez
instalados os experimentos, foi realizada a avaliagdo inicial, para se conhecer a
guantidade de ovos e juvenis presentes em cada unidade experimental (poco). Logo apos
avaliacdo inicial, as placas de ELISA foram cobertas por papel laminado e incubadas no
escuro em B.O.D a 26 £+ 1°C e avaliadas consecutivamente a cada 24 horas durante 5
dias. As avaliagcdes dos nematoides foram realizadas com o auxilio de uma lupa 6ptica,
onde foram avaliados o numero de ovos, juvenis moveis e juvenis paralisados (ou
imoveis). Foram considerados imdveis, 0s juvenis que ndo apresentavam movimento
ap6s o contato de uma alca metalica de ponta fina. A partir dos dados, foi estimada a
porcentagem de eclosdo e de imobilizacdo de juvenis de H. glycines e apenas a

porcentagem de imobilizacdo de juvenis de P. brachyurus.
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Andlise estatistica dos dados

As analises estatisticas do numero de cistos de H. glycines no solo e raizes das
plantas, como assim também, os dados de ovos e juvenis de P. brachyurus, foram
realizadas através da analises da variancia (ANOVA) e pela comparacdo das médias dos
tratamentos por teste de Tukey a 5% de probabilidade (p<0.05). Os dados obtidos nos
experimentos de acdo direta de fungos entomopatogénicos sobre os nematoides estédo
sendo analisados junto com a profa. Dra. Clarice Demetrio e o aluno Eduardo Elias
Ribeiro Junior do departamento de Ciéncias Exatas, ESALQ-USP, portanto, seréo

apresentados so através de analises descritivas.
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RESULTADOS

Acéo dos fungos entomopatogénicos inoculados nas plantas de soja sobre o
desenvolvimento de Heterodera glycines

No primeiro experimento conduzido com H. glycines foi observado que a
guantidade de cistos encontrados nas raizes foi significativamente diferente entre os
tratamentos (F=2,323 p=0,042) (Figura 1). As plantas inoculadas com o fungo
entomopatogénico B. bassiana ESALQ-3399 apresentaram uma quantidade de cistos
aderidos nas raizes que se diferenciou estatisticamente apenas das plantas controle
(Figura 1), onde a média de cistos foi de 19,57 cistos por planta e no tratamento com B.
bassiana ESALQ-3399 foi de 2,67 cistos por planta. As plantas inoculadas com
Metarhizium sp indet 1 ESALQ-1638 e |. fumosorosea ESALQ-3422 apresentaram
namero de cistos nas raizes de 12,29 e 10,43 cistos por planta, respectivamente, mas ndo
diferiram estatisticamente do controle. No solo, foi observado que a quantidade de cistos
foi similar entre os tratamentos (F=0,069 p=0,976) com aproximadamente 20 cistos por
vaso. O numero total de cistos encontrados na raiz e no solo ndo apresentou diferencas
estatisticas entre os tratamentos (F=0,914 p=0,444), obtendo valores que variaram de
22,67 cistos no tratamento com B. bassiana ESALQ-3399 a 42,90 cistos no tratamento
controle (Figura 1).

Os resultados obtidos no segundo experimento com H. glycines foram similares ao
experimento anterior, porem o namero de cistos obtidos foi superior. A quantidade de
cistos aderidos nas raizes foi significativamente diferente entre os tratamentos (F=7,880
p=0,001) (Figura 2). As plantas inoculadas com B. bassiana ESALQ-3399 apresentaram
uma quantidade significativamente menor de cistos nas raizes (18,33 cistos por planta)
em comparagdo com os demais tratamentos, contabilizando-se 53,33 cistos por planta no
controle, 51,85 cistos por planta no tratamento com Metarhizium sp indet 1 ESALQ-1638
e 50,00 cistos por planta no tratamento |. fumosorosea ESALQ-3422. Em relacdo aos
cistos encontrados no solo, novamente nenhuma diferenca estatistica foi observada entre
os tratamentos (F=1,897 p=0,148). O numero total de cistos encontrados na raiz e no solo
apresentou diferencas estatisticas entre os tratamentos (F=7,331 p=0,001), obtendo
valores que variaram de 33,33 cistos no tratamento com B. bassiana ESALQ-3399 a

86,67 cistos no tratamento controle (Figura 2).
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Figura 1. Numero total de cistos de Heterodera glycines encontrados em plantas de soja
inoculadas com os fungos entomopatogénicos Metarhizium sp. indeterminada 1 ESALQ-1638
(Met1638), Beauveria bassiana ESALQ-3399 (Bb3399) e Isaria fumosorosea ESALQ-3422
(If3422). Experimento conduzido no periodo de 04 de junho a 30 de julho de 2018. Letras

diferentes nas colunas representam diferencas estatisticas pelo analises da variancia (ANOVA) e

pelo Teste de Tukey (p <0.05).
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Figura 2. Numero total de cistos de Heterodera glycines encontrados em plantas de soja
inoculadas com os fungos entomopatogénicos Metarhizium sp. indeterminada 1 ESALQ-1638
(Met1638), Beauveria bassiana ESALQ-3399 (Bb3399) e Isaria fumosorosea ESALQ-3422
(If3422). Experimento conduzido no periodo de 30 de agosto a 24 de outubro de 2018. Letras

diferentes nas colunas representam diferencas estatisticas entre os tratamentos pelo Teste de

Tukey (p <0.05).
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Acéo dos fungos entomopatogénicos inoculados nas plantas de soja sobre o

desenvolvimento de Pratylenchus brachyurus

No primeiro experimento conduzido com P. brachyurus foi observado que o
namero total de individuos (ovos + juvenis) no interior das raizes foi significativamente
diferente entre os tratamentos (F= 6,063 p=0,002) (Figura 3). As plantas controle (sem a
inoculacéo de fungo) apresentaram um numero total de P. brachyurus superior (1339,20
individuos por planta) ao tratamento com B. bassiana ESALQ-3399 (463,20 individuos por
planta). As plantas inoculacdo com Metarhizium sp. indeterminada 1 ESALQ-1638 e
fumosorosea ESALQ-3422, apresentaram valores médios de 981 e 734,40 individuos por
planta, respectivamente, mas nao diferiram dos outros tratamentos (Figura 3).
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Figura 3. Numero total de ovos e juvenis de Pratylenchus brachyurus encontrados em plantas de
soja inoculadas com os fungos entomopatogénicos Metarhizium sp. indeterminada 1 ESALQ-1638
(Met1638), Beauveria bassiana ESALQ-3399 (Bb3399) e Isaria fumosorosea ESALQ-3422
(1f3422). Experimento conduzido no periodo de 22 de fevereiro a 14 de maio de 2018. Letras

diferentes nas colunas representam diferencgas estatisticas pelo Teste de Tukey (p <0.05).

No entanto os resultados obtidos no segundo experimento n&o apresentaram
diferencas estatisticas entre os tratamentos (F=1,670 p=0,191) (Figura 4). Nas plantas
inoculadas com Metarhizium sp. indeterminada 1 ESALQ-1638 foram obtidos 745,34 ovos
+ juvenis de P. brachyurus por planta seguido das plantas com |. fumosorosea ESALQ-
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3422 (954,67 por planta), B. bassiana ESALQ-3399 (1090,40 por planta) e as plantas
controle (1118,24 por planta).
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Figura 4. Nimero total de ovos e juvenis de Pratylenchus brachyurus encontrados em plantas de
soja inoculadas com os fungos entomopatogénicos Metarhizium sp. indeterminada 1 ESALQ-1638
(Met1638), Beauveria bassiana ESALQ-3399 (Bb3399) e Isaria fumosorosea ESALQ-3422
(1f3422). Experimento conduzido no periodo de 18 de abril a 05 de julho de 2018. Letras diferentes

nas colunas representam diferencas estatisticas pelo Teste de Tukey (p <0.05)

No terceiro experimento conduzido com P. brachyurus foi observado que os
tratamentos ndo apresentaram diferencas estatisticas (F= 2,796 p=0,056) (Figura 5). As
plantas inoculadas com B. bassiana ESALQ-3399 apresentaram 852,50 ovos e juvenis
por planta. Ja as plantas com |. fumosorosea ESALQ-3422 apresentaram 1356 por planta,
seguido de Metarhizium sp. indeterminada 1 ESALQ-1638 (1169 por planta) e o controle
(931,25 por planta). Embora nenhuma diferenca estatistica tenha sido observada,

percebe-se que a mesma tendéncia do primeiro experimento.
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Figura 5. Numero total de ovos e juvenis de Pratylenchus brachyurus encontrados em plantas de
soja inoculadas com os fungos entomopatogénicos Metarhizium sp. indeterminada 1 ESALQ-1638
(Met1638), Beauveria bassiana ESALQ-3399 (Bb3399) e Isaria fumosorosea ESALQ-3422
(1f3422). Experimento conduzido no periodo de 30 de agosto a 14 de novembro de 2018. Letras

diferentes nas colunas representam diferencgas estatisticas pelo Teste de Tukey (p <0.05).
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Colonizagdo e persisténcia dos fungos entomopatogénicos em raizes de

plantas de soja e ho solo

No momento da extragdo dos cistos de H. glycines nos dois experimentos, as
plantas estavam com aproximadamente 60 dias de inoculagdo dos fungos
entomopatogénicos. Nessas plantas foi possivel recuperar os 3 isolados flngicos
colonizando as raizes das plantas de soja, sendo observado um namero maior de plantas
com o isolado de B. bassiana ESALQ-3399 (40% de plantas colonizadas) nos dois
experimentos. O isolado de I. fumosorosea ESALQ-3422 foi recuperado em 40% de
plantas do primeiro experimento e 20% de plantas do segundo experimento. O isolado
Metarhizium sp. indeterminada 1 ESALQ-1638 foi detectado unicamente nas raizes de
algumas plantas de soja do primeiro experimento (40%). No solo foi isolado
majoritariamente Metarhizium sp. indeterminada 1 ESALQ-1638, obtendo os valores de
1,3x10* e 4,2x10* UFC por grama de solo no experimento 1 e 2, respectivamente.
Também foi isolado o fungo I. fumosorosea ESALQ-3422 a partir do solo, porem sé no

primeiro experimento.

Para os experimentos que foram conduzidos com P. brachyurus, a colonizagéo e
persisténcia dos fungos foram avaliadas em plantas de soja com mais de 70 dias. Em
ambos os experimentos, o Unico fungo entomopatogénico detectado nas raizes de plantas
de soja foi B. bassiana ESALQ-3399, sendo observado em aproximadamente 40% das
plantas avaliadas. Entretanto, nas amostras de solo foi recuperado apenas o fungo
Metarhizium sp indet. 1 ESALQ-1638, obtendo valores de 1,3x10° e 9,3x10* UFC por

grama de solo no primeiro e segundo experimento, respectivamente.

Ao comprar os resultados obtidos em ambas das espécies de nematoides pode se
observar que os isolados mais persistentes foram B. bassiana ESALQ-3399 e
Metarhizium sp indet. 1 ESALQ-1638, entretanto a associacdo deles com as plantas foi
diferente. O isolado B. bassiana ESALQ-3399 persistiu por mais de 70 dias nas plantas de
soja, porem néo foi detectado no solo (Figura 6 A). O isolado Metarhizium sp indet. 1

ESALQ-1638 permaneceu nos solo por um periodo maior a 70 dias (Figura 6 B).
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Figura 6. Recuperacéo dos isolados fungico em raiz e solo das plantas de soja. A- Beauveria

bassiana ESALQ- 3399 crescendo em fragmento de raiz; B- Metarhizium sp indeterminada 1

ESALQ-1638 recuperado em amostras de solo.

Acéo direta dos fungos entomopatogénicos sobre populacfes de Heterodera

glycines e Pratylenchus brachyurus

Com o objetivo de avaliar se os fungos entomopatogénicos possuem efeito direto
no desenvolvimento dos fitonematoides sem a presenca das plantas de soja, foi realizado
um teste in vitro onde ovos e juvenis de H. glycines e P. brachyurus foram misturados

com duas concentra¢des dos isolados fungicos.

Nos testes conduzidos com ovos de H. glycines foi observado que os fungos
entomopatogénicos nas duas concentragfes ndo interferiram na eclosdo de juvenis
durante todo o periodo de avaliacdo (Tabela 1). No entanto, o tratamento com |.
fumosorosea ESALQ-3422 na maior concentracdo apresentou valores de ecloséo
inferiores nos primeiros quatro dias em comparacdo com os demais tratamentos.
Simultaneamente, os resultados da mobilidade dos juvenis demostraram que o tratamento
B. bassiana ESALQ-3399 (1x10’ conidios/mL) apresentou uma porcentagem inferior de

juvenis méveis nos primeiros trés dias (Tabela 2).
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Tabela 1. Porcentagem de eclosdo de juvenis de Heterodera glycines em contato com
duas concentragdes (1 x 10° e 1 x 10’ conidios/ml) de Metarhizium sp. indeterminada 1
ESALQ-1638 (Met1638), Beauveria bassiana ESALQ-3399 (Bb3399) e Isaria
fumosorosea ESALQ-3422 (1f3422)

Eclosao de juvenis acumulado por dia de avaliacao (%)*

TRATAMENTOS 0 1 > 3 4 5

H. glycines 0,0£0,0 159+ 15,4 24,0+£22,4 28,7+23,5 35,0+24,8 47,6+26,0

H. glycines + Met1638
1 x 10° conidios/ml

H. glycines + Met1638
1 x 10’ conidios/ml

H. glycines + Bb3399
1 x 10° conidios/ml

H. glycines + Bb3399
1 x 10’ conidios/ml

H. glycines + 1f3422

1 x 10° conidios/ml

H. glycines + 1f3422

1 x 10’ conidios/ml

0,0+ 0,0 12,5+8,2 20,4+23,3 20,3+18,8 31,8+184 48,0+23,2
0,0+0,0 15,4+ 14,6 14,0+£16,2 24,3+14,8 31,3+18,2 44,7+174
0,0+ 0,0 12,2+ 14,2 13,6+14,3 14,7+16,4 255+17,9 30,9+18,0
0,0£0,0 25,6£24,8 252+256 22,8+21,1 27,2+219 30,9+22,0
0,0£0,0 21,8+ 6,3 21,7+ 6,9 22,6x4,7 2509+20,3 45,7+30,6

0,0+0,0 51+5,8 6,1+ 6,1 89+63 20,0+17,6 63,8+254

*Eclosao de juvenis = Desvio Padréo das médias

Tabela 2. Porcentagem de mobilidade de juvenis de Heterodera glycines em contato com
duas concentragdes (1x10° e 1x10’ conidios/ml) de Metarhizium sp indeterminada 1 ESALQ-
1638 (Met1638), Beauveria bassiana ESALQ-3399 (Bb3399) e Isaria fumosorosea
ESALQ-3422 (1f3422)

Mobilidade de juvenis por dia de avaliac&o (%)*

TRATAMENTOS 0 1 5 3 4 5

H. glycines 100,0+0,0 92,1+50 91,8+23 92,8+23 81,794 65,5+ 10,6

H. glycines + Met1638
1 x 10° conidios/ml

H. glycines + Met1638
1 x 10" conidios/ml

H. glycines + Bb3399
1 x 10° conidios/ml

H. glycines + Bb3399
1 x 10" conidios/ml

H. glycines + 1f3422

1 x 10° conidios/ml

H. glycines + 1f3422

1 x 10" conidios/ml

100,0+ 0,0 80,6+x16,7 858+2,6  859+6,2 80,5+ 11,0 64,8+ 9,1
100,0+ 0,0 86,3+10,4 859+9,8 89,3+9,1 69,6+ 19,8 57,8+ 22,0
100,0+0,0 916+x7,2 91,079 93,052 71,5+ 18,0 58,6+ 12,5
100,0+0,0 77,3x54 757x7,7 76,132 66,3+ 13,2 61,8+ 7,5
979+50 876+7,7 87,0£81 850+59 70,4+ 18,5 73,3+ 7,3

100,0+0,0 81,7+74 83,6x45 82,8+35 64,1+ 24,3 72,2+ 8,1

*Mobilidade de juvenis + Desvio Padrdo das médias
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Nos testes com P. brachyurus foram inoculados apenas juvenis, portanto foi
avaliada a porcentagem de ecloséo de juvenis. Os resultados demostraram que os fungos
entomopatogénicos utilizados nas duas concentragdes nédo apresentaram efeitos sobre a

mobilidade dos juvenis (Tabela 3).

Tabela 3. Porcentagem de mobilidade de juvenis de Pratylenchus brachyurus em contato
com duas concentracbes (1x10° e 1x10’ conidios/ml) de Metarhizium sp. indeterminada 1
ESALQ-1638 (Metl638), Beauveria bassiana ESALQ-3399 (Bb3399) e Isaria
fumosorosea ESALQ-3422 (1f3422)

Mobilidade de juvenis por dia de avaliac&o (%)*

TRATAMENTOS 0 1 > 3 4 5

H. glycines 98,5+ 3,3 72,8+31,8 80,0+14,8 80,7+13,7 53,4+25,0 52,0+28,0

H. glycines + Met1638
1 x 10° conidios/ml

H. glycines + Met1638
1 x 10’ conidios/ml

H. glycines + Bb3399
1 x 10° conidios/ml

H. glycines + Bb3399
1 x 10’ conidios/ml

H. glycines + 1f3422

1 x 10’ conidios/ml

H. glycines + 1f3422

1 x 10’ conidios/ml

98,8+ 2,6 90,7+ 7,7 87,8£3,3 86,2+5,2 70,0+£10,8 58,8+15,1
94,5+ 5,8 79,6+ 6,4 78,7+£13,4 74,8+13,0 59,5+20,0 56,3+20,3
100,0+ 0,0 85,3+ 9,2 859+6,0 90,07+3,8 61,5+26,6 55,2+24,6
100,0+0,0 82,5+12,7 87,4+7,2 853+8,3 52,9+20,0 49,2+24;3
100,0+ 0,0 79,4+ 7,0 85,3+8,8 86,4+9,4 489+21,0 44,9+18,9

100,0+ 0,0 72,6+28,7 725+253 725+289 70,7+13,6 61,1+184

*Mobilidade de juvenis + Desvio Padrdo das médias
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DISCUSSAO

Nos experimentos conduzidos com plantas inoculadas com fungos
entomopatogénicos foi observado que os fitonematoides H. glycines e P. brachyurus
conseguiram completar seus ciclos de vida nos tempos de aproximadamente 45 dias e 60
dias, respectivamente. Para as duas espécies de nematoides, a maior parte dos
individuos foi encontrada nas raizes das plantas, evidenciando assim que ambas as
espécies passam a maior parte de seus ciclos no interior seus hospedeiros (Luc et al,
2005; Koenning & Barker, 1995).

Ao comparar os resultados em ambas as espécies de nematoides, foi observado
gue os efeitos dos fungos entomopatogénicos variaram de acordo com a espécie de
nematoide, o qual pode estar relacionado com o ciclo de vida desses parasitos na planta.
H. glycines € um endoparasita sedentério ja que em seu processo de alimentagéo na raiz
hospedeira permanece imovel, os individuos fémeas de H. glycines dao origem aos cistos
que sdo estruturas rigidas destinadas para o armazenamento de ovos (Hussey et al.
1998). O fato que H. glycines ser um parasito sedentario poderia favorecer o contato dele
com os fungos inoculados nas plantas ou com os metabolitos produzidos pela associacdo
dos fungos com as plantas. Portanto, os individuos de H. glycines poderiam ser mais

susceptiveis ao efeito da inoculacdo dos fungos nas plantas de soja.

P. brachyurus é um endoparasito migratério, porque em suas fases moveis migram
no interior das raizes em busca de sitios de alimentacdo e, em alguns casos, podem
retornar ao solo e parasitar outras plantas hospedeiras. No caso dos experimentos com
esse nematoide, o0s resultados ndo foram conclusivos devido as variacdes nas
quantidades de juvenis presentes nas raizes. Aos comparar 0 numero de juvenis
inoculados com o nimero de juvenis obtidos nas raizes apos 60 dias, foi possivel concluir
que P. brachyurus apresentou um taxa de reproducao baixa (proxima a 1), indicando que
juvenis inoculados ingressaram nas raizes das plantas mas ndo conseguiram aumentar a

populacgéo.

De acordo com as informagdes fornecidas no folder do EMBRAPA (Farias, 2010)
sobre variedades de soja convencionais, conferiu-se que a variedade utilizada nesse
estudo (BRS 284) apresenta susceptibilidade para o nematoide-do-cisto H. glycines,
porém nao ha relatos de que esta variedade € susceptivel ou resistente ao nematoide-

das-lesdes-radiculares P. brachyurus. Portanto, os resultados obtidos nos experimentos
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com P. brachyurus poderiam indicar que a variedade BRS 284 poderia ser considerada
resistente ja que a quantidade de individuos vistos apds os 60 dias de inoculagdo eram

similares com a quantidade que havia sido inoculada.

Os experimentos foram instalados em épocas do ano diferentes 0 que ocasionou
uma variacdo nos dados no niumero de nematoides por plantas. Alston & Schmitt (1988)
relataram que a temperatura ambiental desempenha grande influéncia sobre os estagios
do ciclo de vida em fitonematoides, portanto a temperatura poderia ter interferido nos
resultados, tanto nos experimentos com H. glycines e P. brachyurus. No caso de H.
glycines as quantidades totais de cistos observados foram maiores no segundo
experimento que foi conduzido no periodo de 30 de agosto a 24 de outubro de 2018 em
comparagdo com o0 primeiro experimento que foi realizando entre 04 de junho a 30 de
julho de 2018. Fato semelhante ocorreu com Valle et al. (1997), onde a eclosdo de
individuos de H. glycines foi maior em experimentos conduzidos em plantacbes de
Guandu e Mucuna Preta em novembro de 1994 em relagdo com 0s experimentos nas

mesmas cultivares instalados em maio 1994.

Embora os dados entre os experimentos conduzidos com H. glycines e P.
brachyurus apresentaram variages, em linhas gerais, é possivel indicar que para as duas
espécies de nematoides o fungo entomopatogénico B. bassiana ESALQ-3399 apresentou
algum efeito negativo sobre o desenvolvimento de ambas as espécies de nematoides. No
segundo experimento conduzido com H. glycines, a quantidade total de cistos observados
foi estatisticamente menor no tratamento com B. bassiana ESALQ-3399 que as
quantidades encontradas no controle e nos demais tratamentos. JA no primeiro
experimento conduzido com a mesma espécie de nematoide, embora a quantidade total
de cistos ndo apresentasse diferengas estatisticas, a tendéncia pareceu ser a mesma,
pois nas raizes das plantas inoculadas com B. bassiana ESALQ-3399 a quantidade de
cistos foi significativamente menor que a quantidade vista no controle. No primeiro
experimento conduzido com P. brachyurus, as plantas inoculadas com B. bassiana
ESALQ-3399 apresentaram quantidade de ovos e juvenis numericamente menores que
as plantas controle, no entanto nos dois experimentos seguintes diferencas estatisticas

ndo foram constatadas, devido as varia¢des nos dados.

Além de indicarem possiveis efeitos no desenvolvimento de H. glycines e P.
brachyurus o isolado de B. bassiana ESALQ-3399 também foi verificado colonizando as

raizes das plantas de soja. Estudos prévios reportaram que o B. bassiana é considerado
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um fungo endofitico em plantas de milho, batata, algoddo, tomate, sorgo, tamareira,
banana, cacau, papoula, café e pinho (Vega et al. 2008, 2009; Ownley et al. 2008;
Brownbridge et al. 2012, Parsa et al., 2018). No entanto, o presente trabalho indica pela
primeira vez que essa associacdo endofitica pode, de alguma forma, afetar

negativamente o desenvolvimento de fitonematoides.

Os entomopatdgenos Metarhizium sp indeterminada 1 ESALQ-1638 e |.
fumosorosea ESALQ-3422 ndo foram vistos colonizando raizes de plantas de soja nha
mesma propor¢cdo que B. basssiana ESALQ-339, observando também que eles néo
afetaram negativamente o desenvolvimento de H. glycines e P. brachyurus.

A persisténcia dos fungos entomopatogénicos no solo variou entres as espécies
fungicas, observando unicamente a presenga de Metarhizium sp indeterminada 1 ESALQ-
1638 em todos os experimentos com H. glycines e P brachyurus. Entretanto, esse fungo
nao causou nenhum efeito no desenvolvimento de ambas as espécies de nematoides,
indicando que a inoculagéo de Metarhizium sp indeterminada 1 ESALQ-1638 no solo ndo

afetou a ecloséo a migragcéo dos juvenis para a planta.

Os experimentos in vitro demonstraram que nenhum fungo entomopatogénico foi
capaz de afetar a eclosdo e mobilidade de juvenis de H. glycines e P. brachyurus. Desta
maneira pode-se sugerir que o isolado B. bassiana ESALQ-3399 pode colonizar as raizes
de plantas de soja, e afetar indiretamente o desenvolvimento dos nematoides. Assim, o
fungo B. bassiana ESALQ-3399 colonizaria as raizes de soja e, consequentemente,
poderia interferir na penetragdo dos juvenis. Assim mesmo, a associacdo do fungo com as
plantas poderia induzir o sistema de defesa das plantas e a produgdo de compostos ou
metabolitos que inibiriam o desenvolvimento dos nematoides no interior das raizes. No
entanto, estudos mais detalhados devem ser realizados para poder afirmar que o fungo
entomopatogénico B. bassiana ESALQ-3399 é de fato um antagonistas de H. glycines e

P. brachyurus.
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