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RESUMO

Presenca de nematoides em plantas de soja: relacdo com a ocorréncia de sementes
esverdeadas e seu potencial fisiologico

A ocorréncia de estresses abiodticos e bidticos em plantas imaturas de soja, o que inclui
a presenca de nematoides, podem resultar em morte prematura da planta ou maturagdo
forcada e produzir sementes esverdeadas e de baixo potencial fisiologico. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a presenca de Meloidogyne javanica e Pratylenchus brachyurus em
plantas de soja e a relagdo com o desenvolvimento da planta, com a ocorréncia de sementes
esverdeadas e com o potencial fisioldégico das sementes. Para isso, foram conduzidos trés
experimentos. O experimento I foi realizado utilizando plantas da cultivar Pintado, as quais
foram submetidas a diferentes tratamentos de inoculo inicial e avaliadas quanto a fenologia e
a produtividade e as sementes quanto ao potencial fisioldgico. No experimento II foi analisada
a resisténcia de dez cultivares de soja a M. javanica e P. brachyurus. No experimento III
foram utilizadas plantas de duas cultivares de soja (TMG-115RR ¢ M 7908 RR, previamente
selecionados no experimento II), dois tratamentos de populacdo de nematoides (0 e 7000
nematoides) e dois tratamentos de estresse hidrico (com e sem), cujas plantas foram avaliadas
quanto a fenologia e producdo de vagens e sementes, as raizes quanto a multiplicagdo de
nematoides e as sementes quanto as determinacdes do grau de umidade, do potencial
fisiolégico (testes de germinacdo, tetrazdlio, envelhecimento acelerado, condutividade
elétrica, emergéncia de plantulas em areia e analise computadorizada de imagens de
plantulas), ocorréncia de sementes esverdeadas (método visual e fluorescéncia de clorofila) e
citometria de fluxo. Com os resultados do experimento I, observou-se que a presenca de M.
javanica e de P. brachyurus em plantas de soja, independentemente da populacdo inicial,
provoca a reducdo do ciclo da planta devido exclusivamente a diminui¢do do estadio de
senescéncia destas, porém a qualidade de sementes nao foi afetada com populacao inicial de
nematoides mais elevada (2400 espécimes). Todas as cultivares testadas no experimento II
foram classificadas como suscetiveis, porém a cultivar TMG-115RR ¢ M 7908 RR foram
escolhidas para a condugdo do experimento III por permitirem boa reproducdo dos
nematoides em estudo e por serem consideradas por algumas empresas produtoras de
sementes com sendo sensiveis a ocorréncia de sementes esverdeadas. Finalmente, com os
resultados do experimento III verificou-se que a populacao inicial de 7000 nematoides afeta,
negativamente, a produgdo, a ocorréncia de sementes esverdeadas e a qualidade de sementes.
Entretanto, a intensidade do efeito de M. javanica e de P. brachyurus no desenvolvimento de
plantas de soja, na ocorréncia de sementes esverdeadas e no seu potencial fisiolégico depende
da populacdo inicial e da espécie do nematoide, da cultivar e das condigdes ambientais as
quais as plantas sdo submetidas.

Palavras-chave: Meloidogyne javanica; Pratylenchus brachyurus; Fenologia; Senescéncia;
Producao de sementes
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ABSTRACT

Nematodes in soybean plants: relationship with the occurrence of green seeds and their
physiological potential

Abiotic and biotic stresses in immature soybean plants, including nematodes
presence, can result in premature plant death and can produce green seeds with low
physiological potential. The aim of this study was to evaluate the Meloidogyne javanica and
Pratylenchus brachyurus presence on soybean plants and the relationship with plant
development, the green seeds occurrence and the seed physiological potential. For this, three
experiments were done. The experiment I was carried out using the cultivar Pintado, which
was inoculated with different nematode population and the phenology, productivity, and the
seed physiological potential were evaluated. In experiment II it was analyzed the resistance of
ten soybean cultivars to M. javanica and P. Brachyurus. In experiment III plants of two
soybean cultivars (TMG-115RR and M 7908 RR, chosen by experiment II) were submitted to
two nematode population treatments (0 nematodes and 7000) and two levels of water stress
(with and without) and they were evaluated as phenology and production of pods and seeds,
the multiplication of nematodes on roots and the determinations of moisture content,
physiological potential (germination, tetrazolium, accelerated aging, electrical conductivity,
sand seedling emergence and seedling computerized image analysis), the occurrence of green
seeds (visual method and chlorophyll fluorescence) and flow cytometry on seeds. It was
observed in the results of experiment I that the M. javanica and P. brachyurus on soybean
plants, regardless of the initial population, decreases of cycle plant due the decrease on
senescence phase, however, the seed quality was unaffected with higher initial nematode
population (2400 nematodes). All the cultivars in experiment II were classified as susceptible,
but the cultivar TMG-115RR and M 7908 RR were chosen for the experiment III because
they allowed a good nematode reproduction and because some seed companies considered
them as sensible to soybean green seed occurrence. Finally, the results of experiment III
showed that the initial population of 7000 nematodes affected negatively the production, the
soybean green seeds occurrence and the seed quality. However, the effect of M. javanica and
P. brachyurus in the soybean plantas development, in the soybean green seeds occurrence and
their physiological potential depends on the initial nematode population and species, cultivar
and environmental conditions which the plants are exposed.

Keywords: Meloidogyne javanica; Pratylenchus brachyurus; Phenology; Senescence; Seed
production
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1 INTRODUCAO

O potencial fisioldégico de sementes de soja, particularmente nas regides tropicais,
pode ser influenciado por muitos fatores durante a maturagdo das sementes. Entre estes,
incluem-se periodos secos, danos por insetos, doencas (o que inclui a presenga de nematoide),
temperaturas altas durante a maturagdo e flutuagdes nas condi¢des ambientais.

A ocorréncia dos referidos estresses em plantas imaturas de soja pode resultar em
morte prematura ou maturacio forcada proporcionando a ocorréncia de sementes esverdeadas.
Isso acontece, devido a degradacao parcial da clorofila na semente durante a fase final da
maturacdo, mantendo as sementes maduras esverdeadas, e tem causado preocupagdo aos
produtores de sementes, pois este fendmeno acarreta prejuizos tanto na indistria de 6leos
comestiveis como para a producdo de sementes, por estas serem de menor potencial
fisiologico.

A presenca de sementes esverdeadas de soja tem ocasionado descarte de muitos lotes
devido ao decréscimo da qualidade pois afeta, significativamente, a viabilidade e o vigor
destas, prejudicando o estabelecimento do estande, o que pode resultar em perdas de
produtividade.

A ocorréncia de seca e temperaturas acima da média historica em diversas regides
produtoras dos Estados do Rio Grande do Sul, de Santa Catarina, do Parana, do Mato Grosso
do Sul, do Mato Grosso e de Goias, ocasionou nas ultimas safras, acentuadas perdas de
produtividade e de ocorréncia de sementes e de graos esverdeados de soja. Além disso, sabe-
se, também, que na maioria destes Estados houve aumento na incidéncia de nematoides.
Portanto, a presenca deste patdgeno nos campos de producdo de sementes de soja pode estar
favorecendo o aumento da ocorréncia de sementes esverdeadas e, consequentemente,
diminuindo o potencial fisiologico destas.

Assim, o objetivo deste trabalho foi de avaliar a presenca de Pratylenchus brachyurus
¢ Meloidogyne javanica em plantas de soja ¢ a relagdo com o desenvolvimento da planta, com

a ocorréncia de sementes esverdeadas e com o potencial fisiologico destas.
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.1 Nematoides na cultura da soja

Entre os problemas fitossanitarios da cultura da soja, os nematoides Meloidogyne
javanica e Pratylenchus brachyurus estdo entre os patdgenos que mais causam danos a esta
cultura (KOENNING et al., 1999; KIMATI et al., 2005; FERRAZ, 2006).

No caso das fitonematoses, a relagdo quantitativa entre os nematoides, o crescimento e
a producdo das culturas anuais como a soja, ¢ primariamente fun¢do da densidade
populacional e da época de semeadura (BARKER et al., 1985 apud ASMUS; FERRAZ,
2001). Porém, ¢ valido destacar que além de outros fatores, o efeito do nematoide na
produtividade depende da sua espécie e da cultivar.

De maneira geral, a interferéncia de nematoides no desenvolvimento de plantas
hospedeiras relaciona-se a espoliacdo de nutrientes durante a sua alimentacdo, alteracdo na
absorc¢ao e translocagdo de agua e nutrientes, modificagdo ou destruicdo dos tecidos das raizes
e diminuicdo do crescimento das mesmas (HUSSEY; WILLIAMSON, 1998). Tais eventos
traduzem-se em varias respostas nas plantas parasitadas, resultando comumente, em
amarelecimento, redu¢do do porte e seca das plantas em casos extremos, identificados
geralmente em formato de reboleiras no campo (Figura 1). Dessa forma, ¢ de se esperar que a
incapacidade das raizes danificadas em suprir a parte aérea das plantas com suficientes
quantidades de agua e nutrientes, particularmente nitrogénio, traduza-se em alteragcdes no
processo fotossintético (HUSSEY; WILLIAMSON, 1998).

O comprometimento do processo fotossintético provocado pela presenca dos
nematoides reduz também a produgdo de graos e para a producdo de sementes, pode afetar
seriamente tanto o rendimento quanto a qualidade das sementes produzidas (COSTA et al.,

2003).
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Figura 1 - Sintoma severo da presenca de nematoides: formagao de reboleira em campo de
producdo de sementes de soja

2.1.1.1 Meloidogyne javanica
Dentre os nematoides do género Meloidogyne, Meloidogyne javanica é comum em

campos de soja nos Estados do Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goids, Minas Gerais e
Bahia. A grande distribuicao deste patdgeno nas areas produtoras de soja no Brasil aconteceu
juntamente com a expansao das areas de cultivo (DIAS; GARCIA; SILVA, 2000), pois a alta
capacidade reprodutiva deste nematoide e o fato de ser uma espécie perfeitamente adaptada as
condigdes brasileiras contribuiram para um rapido crescimento das populagdes no campo.

Além do Brasil, este nematoide tem apresentado grande importancia em outros paises.
Sasser, Carter ¢ Hartman (1984) afirmaram, em pesquisa conduzida pelo “International
Meloidogyne Project” (IMP), que aproximadamente 95% dos nematoides parasitas de raizes
que causam danos as plantas cultivadas sdo do género Meloidogyne.

O ciclo de vida de Meloidogyne inicia com a eclosdo dos juvenis de segundo estadio
(J2) dos ovos, os quais geralmente movem-se em nivel intercelular apos penetrarem na base
do cilindro vascular, migrando para o coértex da planta através da ponta de raiz (WYSS;
GRUNDLER; MUNCH, 1992). Os nematoides estabelecem um permanente local de
alimentacdo e os juvenis iniciam, entdo, a formacdo de um sitio de alimentacdo, injetando
secrecoes de suas glandulas esofagianas em células adjacentes a sua extremidade anterior, as

quais sdo induzidas a divisdo nuclear sem ocorrer a citocinese (separagdo das células). Este
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processo gera grandes aglomerados celulares, chamados de células gigantes ou nutridoras
(WEISCHER; BROWN, 2001). Da secre¢do (citoplasma) dessas células nutridoras
alimentam-se as larvas durante todo o ciclo, a partir do momento em que penetram nas raizes
(LORDELLO, 1988). Dessa forma, como este género de nematoides fica permanentemente
nesses sitios de alimentagdo formados nas raizes, sdo, no geral, conhecidos como
endoparasitas sedentarios (WEISCHER; BROWN, 2001).

O nematoide juvenil, alimentando-se sobre as células nutridoras sofre ecdises e evolui
para o estadio pré-adulto, de formato salsichoide. Nesta fase, a regido posterior do pré-adulto
feminino provoca o rompimento da rizoderme, ficando seu corpo parcialmente exposto para
fora da raiz. Mais tarde, com a quarta ecdise a fémea adquire um formato de “pera”,
continuando aderida as células gigantes (WEISCHER; BROWN, 2001).

Embora existam relatos de que ocorram copulas entre os nematoides do género
Meloidogyne, isso raramente ocorre. Sabe-se que os machos ndo sdo necessarios, pois neste
género de nematoides parasitas ¢ comum a reproducdo por meio de partenogénese, ou seja,
sem a necessidade do macho (LORDELLO, 1988). Cada fémea tem a capacidade de produzir
aproximadamente 400-500 ovos, os quais s3o expelidos para o meio externo e acabam
aglomerando-se em uma substancia gelatinosa produzida pela fémea, formando uma massa de
ovos chamada de ooteca (WEISCHER; BROWN, 2001; LORDELLO, 1988; FERRAZ et al.,
2010). Os J2 recém saidos dos ovos podem permanecer na mesma planta ou migrar para
outras plantas (LORDELLO, 1988).

Os nematoides do género Meloidogyne sdo conhecidos como sendo de galhas, pois a
divisdo e a expansao das células vegetais ao redor da zona de alimentagdo causam a formagao
das galhas (WILLIAMSON; HUSSEY, 1996). Na parte aérea, o efeito normalmente ¢
amarelecimento foliar de padrdo internerval, redu¢do do porte da planta e seca das mesmas
caso o ataque seja muito severo.

Em um dos trabalhos realizados com o patossistema soja x M. javanica, o nivel critico
de danos para a variedade UFV-1, em casa de vegetagdo, foi inferior a 2000 ovos + juvenis J2
por quilograma de solo e houve uma correlagdo negativa altamente significativa entre a
populagdo do nematoide, a €poca de plantio e as variaveis altura, massa de parte aérea, massa
do sistema radicular e area foliar das plantas (SHARMA; RODRIGUEZ, 1982). Em outro
trabalho foi detectada a reducdo da massa seca de parte aérea de soja das cultivares UFV
ITM1 e Cristalina, quando inoculadas com niveis populacionais da ordem de 9000 ovos por
planta ou superiores (CARNEIRO; MAZZAFERA; FERRAZ, 1999). A incerteza da relacao

entre a intensidade da doenga e a produ¢do da planta pode ocorrer pelo fato da doenga,
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considerada isoladamente, apresentar impactos diversos sobre a producdo em fun¢do da época
de sua ocorréncia na cultura, da ocorréncia de desfolha causada pela propria doencga ou, ainda,
por ignorar-se a parte aérea sadia, fotossintetizante, verdadeiramente responsavel pela
producdo (WAGGONER; BERGER, 1987).

Em outro estudo com as cultivares Embrapa 133 e Coodetec 201 foram observados
reducdes do indice de area foliar, da producdo de massa seca total de parte aérea e da
produgdo de graos para as plantas inoculadas com densidade populacional igual ou superior a
1200 J2 de M. javanica por planta (ASMUS; FERRAZ, 2001).

A reducdo no indice de area foliar e na producdo das plantas ocorre porque os
nematoides de galhas utilizam rapidamente o carbono fixado nas folhas e consomem uma
significativa parte do total de energia produzida pelas plantas (CARNEIRO; MAZZAFERA;
FERRAZ, 1999; CARNEIRO, 2000; MELAKEBERHAN; FERRIS; DIAS, 1990). O grande
tamanho ¢ o elevado contetido protéico do corpo das fémeas de Meloidogyne associados a alta
capacidade de produg¢do de ovos que apresentam e as modificacdes que causam na
organizacdo e na fisiologia das raizes, alteram o padrdo energético das plantas,
comprometendo-lhes a capacidade de manter e expandir certas estruturas como as folhas
(ASMUS; FERRAZ, 2001). Dessa forma, com valores mais elevados de populagao inicial,
deve ocorrer diminuicao na producdo de fotoassimilados em decorréncia da menor area foliar
fotossintetizante, associada ao efeito de dreno metabdlico exercido pelo nematoide, resultando

em sensivel reducdo de massa fresca de planta (ASMUS; FERRAZ, 2001).

2.1.1.2 Pratylenchus brachyurus

Os nematoides das lesdes radiculares pertencem ao género Pratylenchus e tém sido
mundialmente reconhecidos. E um importante nematoide e esta disseminado em regides
tropicais e subtropicais, causando grandes perdas em diversas culturas (FERRAZ, 1999;
SILVA; PEREIRA, 2003; MOURA et al., 2004; GOULART, 2008; SEVERINO; DIAS-
ARIEIRA; TESSMAN, 2010). Sendo assim, a espécie Pratylenchus brachyurus por ser
sabidamente agressiva, polifaga ¢ uma das mais disseminadas do género e tem sido
importante para os cultivos de soja no Brasil (FERRAZ, 1995b, 2006).

Nos ultimos anos, os nematoides das lesdes radiculares tém causado danos elevados e
crescentes, além de perdas econdmicas muito preocupantes em diversas culturas em varias
regides do Brasil, especialmente na regido do cerrado (centro-oeste) e principalmente nas
culturas da soja (YONEYA, 2008), feijao, milho, algodao (SILVA et al., 2004; MACHADO
et al., 20006) e pastagens.
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Estes nematoides j& se encontravam bem distribuidos em diversas regides do Brasil,
porém, recentemente com a intensificagdo dos cultivos (safrinha e safra irrigada), a sua
importancia econdmica tem aumentado. As causas deste aumento ainda ndo estdo
esclarecidas, mas no caso de Pratylenchus brachyurus podem estar relacionadas com os
seguintes fatores: auséncia de rotacdo de culturas, cultivo continuo de uma mesma espécie
vegetal, principalmente monoculturas de soja, de algoddo e de feijdo, rotacdo ou sucessiao
com culturas que sdo boas hospedeiras dos nematoides e emprego do sistema de plantio direto
ou cultivo minimo (GOULART, 2008).

Os nematoides das lesdes conservam a mobilidade e o formato esguio do corpo ao
longo de toda a vida, por esta razdo sdo conhecidos como nematoides migradores. A fase
juvenil (J2) penetra as raizes e migra através da rizoderme até estabelecer-se proximo a
endoderme. Em seguida, tem-se o desenvolvimento da fase adulta e a ovoposi¢do, tudo no
interior do tecido das raizes. Em média, cada fémea produz de 80 a 150 ovos durante toda a
vida e o tempo necessario para completar o ciclo de vida ¢ de 3 a 4 semanas. Porém, esse
tempo varia muito dependendo principalmente da temperatura, da umidade e da espécie da
planta hospedeira (TTHOHOD, 1997; CASTILLO; VOVLAS, 2007 apud GOULART, 2008).

Juvenis e adultos permanecem na raiz durante todo o tempo ou podem migrar para o
solo e buscar novas raizes para penetrar (WEISCHER; BROWN, 2001). Assim, os danos
primarios causados por esses nematoides sdo a destruicdo mecanica das células radiculares
durante a migracdo, causando uma lesdo necrética (por esse motivo ¢ conhecido como
nematoide das lesdes) e a redugdo no crescimento da planta pela injecdo de secregdes
esofagianas toxicas. Além disso, os prejuizos secunddrios resultam da invasdo de
microorganismos nos tecidos radiculares através das lesdes provocadas pelos nematoides
(WEISCHER; BROWN, 2001; FERRAZ, 2006).

Plantas de soja hospedeiras de P. brachyurus, mesmo sob condi¢des favoraveis de
crescimento podem sofrer reducdes significativas nas massas de raiz e de parte aérea quando
expostas a nivel populacional inicial da ordem de um espécime por centimetro cubico de solo
(FERRAZ, 1995a). No campo, danos expressivos poderdo ser mais altos desde que o tipo de
solo seja propicio ao desenvolvimento deste nematoide, pois fatores climaticos e outros
problemas fitossanitarios comumente agravam os efeitos da acdo dos nematoides. No Brasil,
ha relatos freqiientes de redugdes de até¢ 30% na producdo de soja em areas infestadas com P.
brachyurus em lavouras comerciais na regido Centro-Oeste (BASTOS et al., 2007).

Conforme trabalho realizado por Silva et al. (2004), P. brachyurus ¢ o nematdide mais

distribuido nas areas algodoeiras do Estado do Mato Grosso, ocorrendo em 94% das 623
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amostras coletadas em 18 municipios, representando 21.793 ha. No Mato Grosso do Sul, em
levantamento feito por Asmus (2004), também foi constatado expressiva presenca de P.
brachyurus (82, 79 e 87% de freqiiéncia nas cidades de Chapaddo do Sul, Costa Rica e Sdo
Gabriel do Oeste, respectivamente). Em Goids, de 237 amostras de solo coletadas em 10
municipios, foi encontrado P. brachyurus em todos os municipios e em 79% das amostras
(GIELFIL; SANTOS; ATHAYDE, 2003).

A elevada ocorréncia de P. brachyurus pode estar associada a dispersdo junto com
particulas de solo aderidas a implementos agricolas, estabelecendo-se com sucesso em novas
areas gracas ao seu carater polifago (FERRAZ, 1999) e ao favorecimento por mudancas
ocorridas no sistema de producdo, como a adog¢do do sistema de plantio direto e da irrigagao

(INOMOTO et al., 2006).

2.1.2  Sementes esverdeadas de soja e potencial fisioldgico
2.1.2.1 Sementes esverdeadas de soja

A qualidade de sementes de soja, principalmente nas regides tropicais, pode ser
influenciada por diversos fatores que ocorrem durante todas as etapas de producdo. Durante a
maturacao de sementes, as plantas estdo sujeitas a uma série de estresses abioticos e bioticos
(o que inclui o parasitismo por nematoides), o que pode resultar em morte prematura ou
maturacdo for¢ada da planta e producdo de sementes ou graos esverdeados (FRANCA NETO
et al., 2005).

Sob circunstancias normais, para a maioria das espécies agricolas, a quantidade de
clorofila decresce durante a maturacdo, a0 mesmo tempo que a cor da semente muda de verde
para a cor caracteristica da espécie ou cultivar; esse processo ¢ conhecido como “degreening”
(WARD et al., 1995; JALINK et al., 1998a). Neste processo, a enzima clorofilase degrada a
clorofila presente nas sementes de soja, proporcionando o aparecimento da coloragdo amarela
da semente, que ¢ um dos indicativos de que a mesma atingiu a maturidade fisiologica
(FRANCA NETO et al., 2005). Porém, em condi¢des de estresse excessivo durante os ultimos
estadios de maturagdo da semente, a secagem e o desenvolvimento das mesmas ocorrem de
forma rapida, podendo haver a interrup¢ao da atividade da enzima antes que toda a clorofila
tenha sido degradada (BOHNER, 2003).

A ocorréncia de sementes esverdeadas em um lote ¢ varidvel, em fungdo do tipo, da
intensidade e de quando ocorre o estresse que resulta na morte prematura ou na maturagao
forcada da planta. Além disso, depende também da suscetibilidade genética da cultivar ou da

caracteristica genética desta de manter a clorofila retida no tegumento, mesmo quando a
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semente estd madura (WARD et al., 1995; FRANCA NETO et al., 2005). Padua et al. (2009a)
confirmaram que as cultivares MG/BR 46 (Conquista) e a BRS 251 (Robusta) sdo mais
suscetiveis a producdo de sementes esverdeadas quando submetidas a estresses de alta
temperatura e de deficiéncia hidrica, em relacao as cultivares BRS133 e CD206.

Estresses ambientais, como altas temperaturas e periodos de seca durante a maturacao,
interferindo na degradacdo da molécula de clorofila e resultando em aumento na ocorréncia de
sementes esverdeadas t€m sido destacado por diversos autores (DORNBOS; MULLEN, 1991;
BOHNER, 2003; PADUA et al., 2009a, 2009b, FRANCA NETO, 2005, 2012). Isso ocorre
devido a translocacdo muito répida das reservas e as menores taxas de fotossintese, que
impedem a degradacdo completa da clorofila, resultando na producdo de sementes
esverdeadas e de baixa qualidade (MARCOS FILHO, 2005).

Para testar o efeito de temperatura e estresse hidrico, Padua et al. (2009b) trabalharam
com plantas de soja da cultivar CD 206 submetidas a diferentes condi¢des de estresse térmico,
com temperaturas elevadas (28 °C a 36 °C) e amena (19 °C a 26 °C) e déficit hidrico (sem
restricdo; 30% de umidade gravimétrica (UG); 20% de UG e sem agua) em condi¢des de
fitotron a partir de R¢ ¢ Ry, e constataram que o estresse hidrico intenso associado a altas
temperaturas em Rg resultou em elevados percentuais de sementes esverdeadas. Neste mesmo
trabalho, foi verificado que praticamente ndo houve ocorréncia de sementes esverdeadas nas
condi¢des da testemunha e de 30% de UG. Porcentagem média de 5% foi observada nas
plantas submetidas a 20% de UG. No entanto, sem agua ou corte total de irrigagcdo, houve
acentuada incidéncia de semente esverdeadas, com porcentagem de ocorréncia de 43%.

Franga Neto et al. (2005) destacaram que algumas doencas de raiz, como fusarioses,
de colmo, como o cancro da haste, e de folhas, como a ferrugem asidtica, o intenso ataque de
insetos, principalmente percevejos sugadores durante as fases finais de enchimento de graos e
de maturagdo, podem resultar em morte prematura da planta e ocasionar sementes
esverdeadas.

Nesta mesma linha, a presenca de nematoides pode exercer o mesmo efeito estressante
na planta e favorecer a ocorréncia de sementes esverdeadas. Porém, ainda ndo existe nenhum
estudo relacionando o possivel efeito desta interagdo com a ocorréncia de sementes
esverdeadas e com a redu¢do do potencial fisiologico das sementes.

Outra pratica que pode resultar neste problema ¢ a desseca¢do das plantas antes da
maturidade fisiologica (MARCOS FILHO, 2005). Adams, Fjerstad e Rinne (1983) estudando
soja, observaram em campo que quando a colheita foi realizada em condigdoes de alta

temperatura e baixa umidade relativa do ar, com rdpida perda de umidade, ou quando foram
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aplicados produtos quimicos dessecantes na cultura para acelerar o amadurecimento, houve a
ocorréncia de sementes esverdeadas.

Apesar de existir trabalho demonstrando que nao existe relacdo do ciclo da cultura
com a ocorréncia de sementes esverdeadas de canola e nabo (WARD et al., 1995), sabe-se
que a degradagdo de clorofila ¢ dependente do teor de 4gua presente nas sementes, como
verificado em canola, cuja degradacdo da clorofila ocorreu rapidamente quando o teor de dgua
foi de 65-35%, enquanto que abaixo deste valor o metabolismo foi interrompido (JOHNSON-
FLANAGAN; SPENCER, 1996) ou se tornou muito lento (WARD et al., 1995). Assim, com
a antecipacdo da senescéncia das plantas de soja o teor de dgua nas sementes também ¢
reduzido mais rapidamente e, consequentemente, a degrada¢do da clorofila vai cessar

antecipadamente, mantendo as sementes esverdeadas apds a maturacao.

2.1.2.2 Potencial fisiologico de sementes esverdeadas de soja

Alguns trabalhos tém destacado que a presenga de sementes esverdeadas em lotes de
semente de soja tem contribuido para a reducao do potencial fisiologico destas (MEDINA et
al., 1997; COSTA et al., 2001; BOHNER, 2003; PUPIM et al., 2005; PADUA et al., 2005,
2007; ZORATO et al., 2007; FRANCA NETO et al., 2012).

A reducdo no potencial fisiologico de sementes ocorre porque a taxa de deterioragdo
avangada das sementes esverdeadas resulta em plantulas anormais, desuniformidade no
tamanho das plantulas e pior desenvolvimento do sistema radicular, em comparacdo com as
sementes nas quais houve degradacdo adequada da clorofila. A menor integridade das
membranas das sementes que degradaram parcialmente a clorofila pode ser constatada pelo
teste de condutividade elétrica (ZORATO et al., 2007); a alta lixiviagdo de solutos ¢ atribuida
ao rompimento das membranas celulares e estruturas internas, ocasionada pela secagem
rapida, liberando grande quantidade de fosfato inorganico, agticares e proteinas soliveis que
sdo lixiviados durante a embebi¢do (ADAMS; FJERSTAD; RINNE, 1983).

Em muitos casos, ainda existe a possibilidade de que sementes esverdeadas recém-
colhidas possam vir a germinar e produzir plantulas normais, porém nao vigorosas.
Entretanto, apds trés a quatro meses de armazenagem em condi¢des ndo climatizadas, essas
sementes perderdo a sua viabilidade (FRANCA NETO et al., 2012). Assim, a presenca de
clorofila ndo degradada nas sementes de soja esta associada a menor longevidade, ou seja, as
sementes perdem seu potencial fisioldgico com o passar do tempo durante o armazenamento

(ZORATO; WATANABE, 2006).
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Em estudo com sementes de soja dos cultivares Tucunaré¢ e Coodetec 206, com
diversas porcentagens de sementes esverdeadas (0%, 3%, 6%, 9%, 12%, 15%, 20%, 30%,
40%, 50%, 75% e 100%) foi verificado que os indices de deterioragdo por umidade,
detectados pelo teste de tetrazolio, estavam diretamente relacionados com os indices de
sementes esverdeadas e constatou-se que lotes de sementes de soja que apresentam ocorréncia
de sementes esverdeadas maior que 9% nao devem ser utilizados para a semeadura, devido o
comprometimento do potencial fisiologico destes (PADUA et al., 2007).

Em outro estudo, ao utilizar lotes com 100% de sementes esverdeadas de soja, Bohner
(2003) constatou redugdo drastica no vigor das mesmas em comparagdo com 100% de
sementes amarelas; foi verificado que o potencial fisioldgico das sementes foi pouco afetado
quando os lotes apresentaram 5 a 10% de sementes esverdeadas. Da mesma forma, em
trabalho com sementes de soja da cultivar MG/BR46-Conquista, utilizando lotes com 11,8% e
37,4% de sementes esverdeadas, foi verificado por meio dos testes de germinagao e vigor, que
no lote com maior quantidade de sementes esverdeadas o potencial fisiolégico das sementes
foi mais baixo, podendo-se inferir que a presenca de clorofila ndo degradada em sementes de
soja ¢ um indicativo de redugdo de potencial fisiologico (ZORATO et al., 2007).

Outros pesquisadores estudaram a intensidade da fluorescéncia de clorofila em
sementes como sendo um indicativo da ocorréncia de sementes esverdeadas. Jalink et al.
(1998b) relataram que existe uma relacdo inversa entre a magnitude da fluorescéncia de
clorofila e o potencial fisiologico das sementes de repolho (Brassica oleracea). Com esses
dados, propuseram a fluorescéncia da clorofila do tegumento de sementes como um método
ndo destrutivo para a determinagdo da maturidade e da qualidade das sementes. Os autores
explanaram sobre as vantagens do método por expressar alta sensibilidade, ndo destruir a
semente, pela rapidez com que a fluorescéncia ¢ avaliada e pela especificidade por um unico
elemento, a clorofila. Outros pigmentos ou substancias podem alterar a coloragdo da semente,
mas ndo apresentam a emissdo da fluorescéncia no comprimento de onda de excitacdo e
emissao da clorofila.

Utilizando a mesma técnica de fluorescéncia de clorofila para a separagdo de sementes
esverdeadas, Cicero, van Schoor e Jalink (2009) trabalharam com lotes de sementes de soja da
cultivar TMG 133 RR com 0%, 5%, 10% 15% ¢ 20% de sementes esverdeadas, avaliadas
visualmente, e comprovaram a eficiéncia da técnica demonstrando que ¢ possivel aumentar a

qualidade de lotes de sementes de soja pela remogao de sementes esverdeadas.
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2.2 Material e Métodos

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Analise de Sementes e de Analise de
Imagens do Departamento de Producdo Vegetal e no Laboratério de Nematologia do
Departamento de Fitopatologia e Nematologia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz” da Universidade de Sao Paulo, em Piracicaba-SP, no “Plant Research International
(PRI)” em Wageningen, Holanda e na “University of Technology and Life Science” em
Bydgosczc, Polonia.

Foram realizados trés experimentos; para todos estes, a obtengdo do inoculo foi

realizada da forma descrita a seguir.

2.2.1 Obtencao do inoculo

As populagdes de Pratylenchus brachyurus e Meloidogyne javanica utilizadas em
todos os experimentos foram obtidas a partir de plantas de tomate ou soja e de sorgo,
respectivamente, para cada espécie de nematoide.

A populagdo de Meloidogyne javanica foi obtida de raizes de soja em Julio de
Castilhos (RS) e mantidas em casa de vegetagdo alternadamente em plantas de tomate e soja.
Para a extracdo, as massas de ovos presentes nas raizes de tomateiro ou de soja foram
inicialmente submetidas a coloracdo com Floxina B por 20 minutos e depois extraidas e
colocadas sobre uma tela em contato com agua. Estes ovos foram mantidos em camara BOD a
20 °C por 24 horas para a eclosdo. Apds esse periodo foi obtida uma suspensido aquosa
contendo J2 (juvenil fase 2) do nematoide.

Para Pratylenchus brachyurus, a populacéo foi obtida de raizes coletadas em Sapezal
(MT) e mantidas em plantas de sorgo. Os nematoides foram extraidos das raizes pelo método
de Bearmann modificado para recipiente raso (HOOPER, 1986). As raizes foram processadas
e trituradas em liquidificador e a suspensdo resultante foi vertida em peneiras de 60 e 500
“mesh”, respectivamente. O material presente na peneira de 500 “mesh” foi recolhido e
depositado em recipiente raso, contendo peneira e papel toalha e mantido durante 48 horas em
camara BOD com temperatura constante de 28 °C. Apos esse periodo, a suspensdao de
nematoides contendo adultos e juvenis foi recolhida para ser posteriormente utilizada como

indculo.
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2.2.2 Experimento |

Foi realizado no periodo de outubro de 2010 a maio de 2011, com o intuito de
verificar qual populacdo de nematoide poderia interferir no desenvolvimento das plantas,
producdo e qualidade de sementes. Assim, os resultados obtidos neste experimento foram
importantes para o adequado planejamento do experimento III.

Foram utilizadas plantas da cultivar Pintado, as quais foram submetidas a diferentes
populacdes de inoculo iniciais, sendo estes, 0, 300, 450, 600, 1200 e 2400 nematoides por
recipiente por planta, para P. brachyurus ¢ 0, 150, 300, 600, 1200 ¢ 2400 nematoides por
recipiente por planta, para M. javanica. Para cada tratamento, foram utilizadas 5 repetigdes,
cada uma composta de duas plantas, totalizando 10 plantas por tratamento.

Optou-se por utilizar a cultivar Pintado para este experimento por essa ser considerada
como padrao de suscetibilidade para ambos os nematoides (INOMOTO et al., 2006;
MACHADO; INOMOTO, 2001; MACHADO et al., 2007; INOMOTO; ASMUS, 2010), ¢
permitir uma boa multiplica¢do dos nematoides durante o ciclo da cultura.

Para a obtencao das plantas, a semeadura foi realizada em vasos de barro de volume de
2,0 litros, contendo substrato previamente autoclavado (66,5% areia, 8,4% silte e 25,1% de
argila). Apods 14 dias da semeadura, cada planta foi inoculada com as suspensdes contendo os
nematdides.

Ap0s a preparagao dos indculos (da forma descrita no item 2.2.1.), foram feitos dois
orificios no substrato, proximo ao hipocétilo das plantas, um de 2 cm e outro de 4 cm de
profundidade. Em cada orificio foi colocada a mesma quantidade de suspensdo, previamente
calibrada, perfazendo as populacdes iniciais (P;) referentes aos tratamentos descritos
anteriormente. Posteriormente, os orificios foram cobertos com vermiculita.

Durante o desenvolvimento das plantas, os tratos culturais foram realizados de acordo
com os recomendados para a cultura e estes vasos foram mantidos em casa de vegetacdo
desde a semeadura até a colheita das sementes.

Foram realizadas durante o desenvolvimento das plantas, avaliagcdes de crescimento,
florescimento e frutificagdo, para determinar o estadio fenoldgico de cada planta. Finalmente,
foram avaliados o nimero de vagens por planta, nimero de sementes por planta, massa de
matéria seca de sementes, massa de 100 sementes e massa de matéria seca de parte aérea.
Também foi realizada determinagdo do grau de umidade das sementes, algumas
determinagdes de potencial fisiologico (germinagdo, envelhecimento acelerado, condutividade
elétrica) e a determinagdo de sementes esverdeadas pelo método visual da forma descrita a

seguir.
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2.2.2.1 Avaliagdo da fenologia
Foi realizado desde a semeadura até a colheita das sementes. A cada intervalo de dois
dias foi avaliada a fenologia de cada planta e determinado principalmente o inicio e o final
dos estadios vegetativo (Vg-V,), florescimento e formagao das vagens (R;-Ry4), enchimento
das vagens (Rs;-Rss), vagens cheias e senescéncia (R¢-Rs3). A escala fenologica adotada foi
a proposta por Fehr e Caviness (1977). A determinacdo do estadio fenoldgico de cada
tratamento foi realizada considerando a data média de mudanca de todas as plantas do
tratamento.
2.2.2.2 Massa de matéria seca de sementes
Ap6s a colheita, foi determinada a massa total de sementes por planta, a qual foi
corrigida com base no teor de agua das sementes. O resultado foi expresso como sendo a
média das repeti¢des da massa de matéria seca de sementes para cada tratamento.
2.2.2.3 Massa de 100 sementes
De forma semelhante a massa de matéria seca de sementes, foram feitas as contagens
de 100 sementes para cada repeticao, as quais foram pesadas e corrigidas com base no teor de
agua. O resultado foi expresso na média das repeticdes da massa de 100 sementes para cada
tratamento.
2.2.2.4 Massa de matéria seca de parte aérea
Foi realizado utilizando a soma da massa seca de vagens (ap0s a operagdo da trilha),
hastes e ramos. Ap0s a colheita e trilha, os tecidos das plantas foram levados a estufa regulada
a 70 °C por um periodo de 48 horas e, depois de secas, foram pesadas em balanca analitica
com duas casas decimais.
2.2.2.5 Grau de umidade
Foi utilizado o método da estufa, a 105 °C, com duas repetigdes de cada tratamento,
conforme a metodologia descrita nas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).
2.2.2.6 Teste de germinacao
Cinco repeti¢des de 40 sementes de cada tratamento foram distribuidas em papel toalha,
marca Germitest, umedecido com quantidade de agua equivalente a 2,5 vezes a sua massa. Os
rolos depois de preparados foram mantidos em germinador regulado a 25 °C e as avaliagdes
foram efetuadas no quinto e no oitavo dia apos a instalagdo do teste, de acordo com os
critérios estabelecidos pelas Regras para Analises de Sementes (BRASIL, 2009).
2.2.2.7 Teste de envelhecimento acelerado
O teste de envelhecimento acelerado foi conduzido com cinco repeti¢cdes de 40 sementes

para cada tratamento. Uma camada de sementes unica e uniforme foi colocada em caixas
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plasticas tipo “gerbox” sobre uma tela, contendo 40 mL de agua. Essas caixas foram mantidas
tampadas em camaras de envelhecimento sob 41 °C durante 48 horas, conforme
recomendacdes de Marcos Filho (1999).

Apos esse periodo, as sementes envelhecidas foram colocadas para germinar da mesma
maneira descrita para o teste de germinacdo. A avaliacdo foi realizada ao quinto dia apds a
instalacdo do teste, computando-se a porcentagem de plantulas normais, segundo os critérios
estabelecidos pelas Regras de Analise de Sementes (BRASIL, 2009).
2.2.2.8 Teste de condutividade elétrica

Foram utilizadas cinco repeti¢des de 25 sementes para cada tratamento. Apds a pesagem,
as amostras foram submersas em 75 mL de dgua destilada, no interior de copos de pléstico e,
a seguir, mantidas por 24 horas em camara regulada a temperatura de 25 °C (CUSTODIO;
MARCOS FILHO, 1997). Ao final desse periodo, foram realizadas as leituras de
condutividade elétrica da solucdo as quais as sementes foram submersas, expressando-se os
resultados em puS.cm™.g" de sementes.
2.2.2.9 Determinac¢do de sementes esverdeadas - método visual

Foram utilizadas cinco repetigoes de 40 sementes cada, as quais foram analisadas
externamente ou seccionadas de forma a visualizar possiveis tons de verde no seu interior,

determinando-se a porcentagem de sementes com coloragdo esverdeada.

Apos a colheita das sementes, em cada um dos vasos, os nematoides foram extraidos
das raizes pelo método do liquidificador, peneiramento e centrifugagdo com caulim
(COOLEN; D’HERDE, 1972). Para isso, ap6s a coleta das raizes, essas foram lavadas em
agua corrente até que todas as particulas de solo aderidas as raizes fossem removidas.

Feito isso, as raizes foram lavadas, pesadas em balanca analitica e cortadas. Apo6s, uma
aliquota de 10 gramas de cada raiz foi processada com agua (para P. brachyurus) e com
solugdo aquosa de 0,5 % de hipoclorito de sodio (para M. javanica) em liquidificador por 1
minuto e a solucdo resultante foi vertida em peneiras 60 “mesh” e 500 “mesh”. O material
retido na peneira de 500 “mesh” foi centrifugado com caulim por 5 minutos a uma rotagdo de
1800 rpm (aproximadamente 580g). Feito isso, eliminou-se o sobrenadante, adicionou-se
solugdo de sacarose (densidade de 1,15) e ressuspendeu-se o sedimento do fundo formando
uma suspensdo, a qual foi novamente centrifugada por 1 minuto a uma rotagdo de 1800 rpm
(aproximadamente 580 g). Em seguida, verteu-se o sobrenadante sobre a peneira de 500

“mesh”, lavando-a em seguida para eliminar residuos da solu¢do acucarada. Com o auxilio de
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uma pisseta, recuperou-se o material retido na peneira com agua e transferiu para recipiente
de vidro para a posterior andlise.

No final do processo, os nematoides foram mortos por aquecimento, em banho-maria,
a temperatura maxima de 55 °C e conservados em formol (aproximadamente 2%). O niimero
de nematoides e ovos final (Pf) foi estimado pela contagem em lamina de Peters, com o
auxilio de microscopio oOtico. A partir da Py, calculou-se o crescimento populacional, por meio
da média do fator de reproducdo (FR=P¢P;) para os respectivos tratamentos

(OOSTENBRINK, 1996).

2.2.3 Experimento Il

Foi realizado um experimento, no periodo de junho a agosto de 2011, com o objetivo
de caracterizar a reagao de cultivares de soja aos nematoides P. brachyurus ¢ M. javanica com
potencial para serem utilizados no terceiro experimento. Foram testados os cultivares TMG
115 RR, M 7908 RR, TMG 131 RR, Tucunaré, M 8867 RR, M 8866, Tabarana, TMG 801,
TMG 103 RR e Pintado, sendo os trés primeiros considerados por algumas empresas
produtoras de sementes como sendo mais sensiveis a ocorréncia de sementes esverdeadas e o
Pintado considerado como sendo o padrdo de suscetibilidade aos nematoides.

As sementes foram inicialmente semeadas em papel de germinacdo; cinco dias apds a
semeadura, cinco plantulas foram transplantadas para sacos de plastico preto de volume de
500 ¢cm® contendo solo autoclavado (77,9% de areia, 4,1% de silte e 18,1% de argila). Nove
dias apos o transplante, efetuou-se a inoculagdo, obtendo-se o indculo de acordo com o
descrito no item 2.2.1. A inoculacdo foi realizada pela pipetagem de suspensdo de 300
espécimes em dois orificios de 2 e 4 centimetros de profundidade localizados préximo ao colo
das plantas.

Apos 90 dias, as raizes foram lavadas, secas e processadas pelo método de
liquidificador, peneiramento e centrifuga¢do com caulim (COOLEN; D’HERDE, 1972), para
a obten¢do da populagdo final de cada um dos nematoides. Apos contagem em lamina de
Peters, o fator de reprodugdo foi estimado para cada repeticdo e foi determinada a média das
cindo repeti¢cdes. Nao foi realizada a extragdo de nematoides do solo, pois a populacao final
do solo geralmente ¢ muito baixa quando comparada a das raizes, o que geralmente nao
influencia na classificacdo de plantas como sendo resistentes ou suscetiveis.

A cultivar foi considerado suscetivel quando o fator de reproducao foi superior a 1, ou

seja, quando foi verificado a multiplicagdo do nematoide.
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2.2.4 Experimento I11

A condugdo das plantas na casa de vegetagao foi realizada no periodo de novembro de
2011 a abril de 2012 e foram utilizados os cultivares TMG-115RR e M7908 RR, classificados
no experimento I como suscetiveis ¢ com alta capacidade de multiplicagdo de M. javanica e
P. brachyurus.

Como no experimento I, ndo foi verificado efeito das populagdes de nematoides
testadas na producdo das plantas e na qualidade de sementes, optou-se em utilizar no segundo
experimento plantas sem nematoides ¢ uma populacdo de 7000 nematoides, sendo esta
aproximadamente trés vezes mais elevada que a maior populacdo que tinha sido utilizada no
primeiro experimento. Além disso, para os dois tratamentos de populacdo de nematoides
foram conduzidas plantas com e sem estresse hidrico. Isso foi feito porque observagdes de
campo mostraram que grandes perdas de producao e interferéncia do desenvolvimento das
plantas podem ocorrer em lavouras sob situacdes que favorecam o parasitismo (FERRAZ,
2001).

Desta forma, para cada nematoide e cada cultivar foram considerados quatro
tratamentos: sem nematoides e sem estresse hidrico, sem nematoides e com estresse hidrico,
com nematoides e sem estresse hidrico e com nematoides e com estresse hidrico.

Para cada tratamento, foram realizadas 4 repeti¢des, cada uma composta de 4 plantas,
totalizando 16 plantas por tratamento.

Para a obtencdo das plantas, a semeadura foi realizada em rolos de papel os quais
foram mantidos em cAmara a 25 °C para a germinagio. ApoOs quatro dias, o transplante foi
realizado em vasos de plastico preto de volume de 1,7 litros, contendo substrato previamente
autoclavado (75,2% areia, 3,4% silte e 21,4% de argila). Dez dias ap6s o transplante, as
plantas dos tratamentos com nematoides foram inoculadas com as suspensdes contendo 7000
nematoides. Para isso foram feitos dois orificios no substrato, préximo ao hipocétilo, um de 2
cm e outro de 4 cm de profundidade. Em cada orificio foi colocada a mesma quantidade de
suspensdo, previamente calibrada, perfazendo a populagdo inicial (P;) desejada.
Posteriormente, os orificios foram cobertos com vermiculita.

Durante a conducao das plantas, os tratos culturais foram realizados de acordo com os
recomendados para a cultura e estes vasos foram mantidos em casa de vegetagdo desde a
semeadura até a colheita das sementes.

Para os tratamentos com estresse hidrico, a disponibilidade hidrica nas plantas foi
controlada em dois momentos do desenvolvimento: no inicio do enchimento das vagens, em

Rs;1e Rs, e no inicio da senescéncia, em Ry até o final do ciclo da planta. Esses dois pontos
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de inducdo de estresse foram determinados pois, apos a fase vegetativa, o grande volume de
raizes formado permite o aumento intenso da populacdo de nematoides, de forma que,
havendo na sequéncia do ciclo da cultura a ocorréncia de estresse hidrico, efeitos drasticos
poderdo ser verificados pela presenca dos nematoides (FERRAZ, 2001). Além disso, Dornbos
e McDonald (1986) relataram que o periodo de acumulo de reservas em sementes de soja ¢
critico e este ocorre entre os estadios de Rs e Ry.

Para a ocorréncia do estresse hidrico durante os estadios de Rs; e Rs, as plantas foram
irrigadas com agua equivalente a 10% da umidade gravimétrica do solo (disponibilidade de
270 mL de agua por vaso de 1,7 L por dia) e durante os estadios de Ry até o final do ciclo
com agua equivalente a 3,3% da umidade gravimétrica do solo (disponibilidade de 90 mL de
agua por vaso de 1,7 L por dia). Durante os outros estadios de desenvolvimento, as plantas
foram mantidas com disponibilidade plena de agua durante todo o dia. A umidade
gravimétrica do solo foi determinada baseada na relacdo entre a massa de 4gua em uma
amostra de solo ¢ a massa do solo seco da mesma amostra (CLAESSEN, 1997).

Foram realizadas durante o desenvolvimento das plantas, avaliagdes de crescimento,
florescimento e frutificagdo para determinar o estadio fenologico de cada planta da mesma
forma descrita no item 2.2.2.1.. A escala fenologica adotada foi a proposta por Fehr e
Caviness (1977).

Ap0s a colheita das sementes, em cada um dos vasos, os nematoides foram extraidos
de aliquotas de 10 g de raizes, pelo método do liquidificador, peneiramento e centrifugagao
com caulim (COOLEN; D’HERDE, 1972), apos lavagem, secagem em papel absorvente e
pesagem da massa total de raizes. No final do processo, os nematoides foram mortos por
aquecimento, em banho-maria, a temperatura maxima de 55° C e conservados em formol. O
numero de nematoides e ovos final (Py) foi estimado pela contagem em lamina de Peters, com
o auxilio de microscopio 6tico. A partir da Pg, calculou-se o crescimento populacional, por
meio da média do fator de reproducdo (FR=PyP;) para os respectivos tratamentos
(OOSTENBRINK, 1996).

Para as sementes colhidas, foram determinados a massa de matéria seca de sementes, a
massa de 100 sementes, a massa de matéria seca de parte aérea e o grau de umidade da mesma
forma descrita nos itens 2.2.2.2. a 2.2.2.5. Para a determinacdo da qualidade de sementes
foram realizadas as avaliagdes do potencial fisiologico (testes de germinagdo, envelhecimento
acelerado, condutividade elétrica) e avaliagdes da ocorréncia de sementes esverdeadas pelo
método visual de acordo com os itens 2.2.2.6. a 2.2.2.9.. Para complementar os resultados de

qualidade de sementes e de ocorréncia de sementes esverdeadas foram realizadas avaliagdes
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de tetrazdlio, emergéncia de plantulas em areia, andlise computadorizada de plantulas,
presenga de clorofila por meio da fluorescéncia de clorofila e do ciclo celular por meio da
citometria de fluxo da forma descrita a seguir.
2.2.4.1 Teste de tetrazolio

Foram utilizadas 100 sementes de cada tratamento divididas em 4 subamostras de 25
sementes cada. Essas inicialmente foram pré condicionadas em papel-toalha “germitest”
umedecido, durante 14-16 horas, em germinador a 25° C. Decorrido esse periodo, as sementes
foram transferidas para copinhos de pléstico contendo solu¢do de tetrazolio a 0,075%, onde
permaneceram durante aproximadamente 120 minutos em estufa a 40 °C, no escuro. Apds o
desenvolvimento da coloragdo, as sementes foram lavadas em 4dgua corrente e mantidas
submersas em agua, em um refrigerador até o momento da avaliacdo. As avaliagdes foram
realizadas seguindo os critérios estabelecidos por Franga Neto; Krzyzanowski e Costa (1998),
levando em consideracdo a viabilidade, o vigor e a ocorréncia de danos ou anomalias
embriondrias.
2.2.4.2 Teste de emergéncia de plantulas em areia

O teste foi conduzido em bandejas contendo areia como substrato onde foram distribuidas
quatro repeticoes de 100 sementes para cada tratamento. Quatorze dias apos a semeadura, foi
realizada a contagem das plantulas, obtendo os resultados expressos em porcentagem de
emergéncia de plantulas.
2.2.4.3 Analise computadorizada de imagens de plantulas

As plantulas foram obtidas de quatro repeti¢des de 25 sementes, as quais foram
colocadas para germinar em duas fileiras situadas no terco superior da superficie do papel
toalha, a 25 °C, durante trés dias. Em seguida, as imagens foram captadas em scanner HP
Scanjet 2004, montado de maneira invertida no interior de uma caixa de aluminio com 60 cm
x 50 cm x 12 cm e operado por software Photosmart, com resolugdo de 98 dpi. As plantulas
normais identificadas em cada repeti¢do foram transferidas do papel-toalha para uma folha de
cartolina de coloragdo preta com 30cm x 22cm (correspondente ao tamanho da éarea util
atingida pelo scanner) e as imagens escaneadas foram analisadas pelo software Seed Vigor
Imaging System (SVIS™). Apos o processamento das imagens, foram obtidos valores médios
do indice de vigor, de uniformidade, de crescimento e o comprimento de plantulas para cada
tratamento (HOFFMASTER et al., 2005; MARCOS FILHO; KIKUTI; LIMA, 2009).
2.2.4.4 Fluorescéncia de clorofila
Este teste foi realizado no Plant Research International (PRI) em Wageningen,

Holanda. Com a utilizagdo da técnica de fluorescéncia de clorofila, foi possivel observar
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diferengas relativas na quantidade deste pigmento em sementes individuais ou nos tratamentos
de sementes (JALINK et al., 1999); baseado na intensidade de fluorescéncia, foi possivel
separa-las em varias classes de acordo com a quantidade de clorofila.

Para determinagdo da fluorescéncia de clorofila das sementes, foi utilizado o
equipamento “CF Seed Sorter & Analyser”, modelo JS-2001. A técnica consiste em um
sistema de excitacdo por laser e deteccdo da fluorescéncia da clorofila por meio de um
fotodiodo; ¢ um método nao destrutivo e automatizado para a determinagdo da qualidade de
sementes, sendo as mesmas avaliadas individualmente. O equipamento ¢ composto por um
laser de diodo que emite luz na faixa de comprimento de onda de 670 nm (Hewlett Packard
HLMP — 8150), comprimento de absor¢do de energia pela molécula de clorofila a. Uma parte
desta energia ¢ absorvida pela semente, enquanto que, a energia excedente ¢ dissipada na
forma de radiagdo, com energia menor do que a incidida e, consequentemente, maior
comprimento de onda, que ¢ detectado por um fotodiodo com um filtro 6ptico de interferéncia
centrado no comprimento de 730 nm, que permite a deteccdo apenas da fluorescéncia
proveniente da clorofila a. O amplificador “lock-in” (Stanford Research SR 830, USA) ¢
modulado na freqiiéncia de 177 Hz e permite a amplificagdo do sinal de fluorescéncia. Por
meio de um programa computacional, os valores de fluorescéncia de clorofila sao registrados,
em pA, e construidos histogramas para averiguacao da confiabilidade dos resultados.

A seguir, as sementes que compde um tratamento foram separadas em quatro classes
de fluorescéncia de clorofila: 0 a 400 pA, 400 a 800 pA, 800 a 1200 pA e acima de 1200 pA.
Os resultados foram expressos em porcentagem de sementes em cada classe de fluorescéncia
de clorofila.
2.2.4.5 Citometria de fluxo

Este teste foi realizado na University of Technology and Life Science em Bydgoszcz,
Polonia. O mesmo foi proposto com o intuito de detectar diferengas minimas que ndo foram
possiveis de serem avaliadas pelos testes de potencial fisioldgico em alguns casos. Entre as
determinagdes, a citometria de fluxo permite avaliar o ciclo celular nas sementes.

As amostras de nucleos para a andlise por meio da citometria de fluxo foram
preparadas de acordo com o procedimento proposto por Lanteri et al. (1993). Para isso, foram
utilizadas 10 sementes secas e embebidas por 24 horas para cada tratamento e estas foram
dissecadas em eixo embriondrio e cotilédones para avaliagdo separada de cada parte da
semente. Apds a separagdo, para obtengdo e isolamento dos nucleos celulares, cada tecido foi
triturado com uma lamina de aco em 1 ml de solu¢ao tampao de isolamento nuclear (0,1 M

Tris-Cl, 2,5 mM MgCl,, 6H,0, 8SmM NaCl, 0,1% v/v Triton X-100, pH7,0), suplementado
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com 4’,6-diamidino-2-fenilindol - DAPI 2pg/ml (para detec¢do do DNA) + 2% PVP. A
solugdo resultante deste procedimento foi posteriormente filtrada em filtro de nailon (“mesh”
de 30-50 um) diretamente em um tudo de ensaio e analisada por meio do citometro de fluxo,
modelo Partec CCA (Muster, Alemanha). Para cada amostra foram analisados no minimo
7000 nucleos.

Pela comparacdo do conteido de DNA nuclear de sementes secas e embebidas, foi
possivel obter informagdes da relagdo entre a porcentagem de células em divisdo e a
eficiéncia do processo de germinacao (LANTERI et al., 1993). Assim, sementes embebidas
que apresentem maior quantidade de células em divisdo ou ja divididas seriam sementes que
tiveram seus mecanismos de reparo para a germinagdo mais rapidamente estabelecido,

demonstrando maior capacidade e velocidade de produzir plantulas normais e vigorosas.
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Figura 2 — Histograma representativo da citometria de fluxo

Os resultados de citometria sdo expressos em um histograma (Figura 2) e analisados
separadamente. O conteido de DNA ¢ proporcional ao sinal de fluorescéncia dos ntcleos no
citometro e sdo expressos em valor de C, sendo 2C igual ao nimero de nucleos na fase G;
(primeiro periodo de crescimento celular) do processo de divisdo celular e 4C igual ao

nimero de nucleos na fase de divisdo celular G, (segundo periodo de crescimento celular)



34

(Figura 2). Podem ocorrer casos em que sdo observados nucleos 8C, 16C, 32C, etc que sdo
iguais a nucleos que passaram por endorreduplicagdo. Os resultados sdo apresentados em um
histograma em que os picos sdo mensurados, permitindo a obtengdo da porcentagem do total
de nucleos em cada pico do histograma, ou seja, em cada fase do processo de divisdo celular

(Figura 2).

2.2.5 Analise estatistica

Para o experimento I, o delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
seis tratamentos e cinco repeti¢des; foi realizada andlise de regressdo dos resultados obtidos
para todos os parametros avaliados, considerando o modelo mais adequado para cada
tratamento.

Para o experimento II, foi realizado um delineamento inteiramente casualizado com 10
tratamentos (numero de cultivares) e cinco repeticdes para cada cultivar e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para o experimento III também foi realizado um experimento inteiramente casualisado
em esquema fatorial 2x2 (populagdes de nematoides x estresse hidrico) para cada cultivar e as

médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Experimento I
2.3.1.1 Avaliagdes do desenvolvimento e fenologia das plantas

Nas figuras 3 e 4 estdo apresentados os ciclos das plantas de soja em cada tratamento
de populagdo inicial para cada um dos nematoides. Foram considerados na apresentacao dos
graficos apenas os estadios fenologicos de V (vegetativo), R; até R4 (florescimento e
formagdo de vagens), Rs; até Rss (enchimento de vagens) e Rs até Rg; (vagens cheias e
senescéncia).

Para os dois nematoides estudados, o ciclo mais longo foi observado para as plantas
em que nao foram realizadas inoculagdes com nematoides. Dessa forma, estes foram
considerados como sendo 100%. Os ciclos méaximos foram de 128 dias para as plantas nao
inoculadas no experimento de M. javanica e de 124 dias para as plantas ndo inoculadas no
experimento de P. brachyurus.

Verificou-se em ambos os casos que houve redugao no ciclo da planta quando estas

foram inoculadas com nematoides, independentemente da populacdo inicial e da espécie.
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Porém, quando se analisou os estddios fenologicos de cada tratamento, verificou-se que nao
houve reducdo nos estddios vegetativos, de florescimento, de formagdo e enchimento das
vagens. A diminui¢do do ciclo total foi devida a reducdo do estddio de senescéncia,
demonstrando que a presenca de nematoides em raizes de soja provocou a morte prematura da
planta e, consequentemente, afetou o ciclo desta.

Para M. javanica, foi verificada reducédo de ciclo de 5,4 % e do estadio de senescéncia
de 26,9 % para tratamento de populagdo inicial igual a 150 nematoides por planta (Figura 3).
Para P. brachyurus, a redu¢do maxima verificada de ciclo foi de 4,1% e do estadio de
senescéncia de 19,2 % no tratamento de populacdo inicial igual a 450 e 2400 nematoides por
planta (Figura 4).

Ap0s atingir o estadio Re e durante a senescéncia normal de plantas de soja, o tamanho
das sementes reduz, o formato muda de oval para esférica, a coloragdo muda de verde para
amarela (devido a degradagdo da clorofila) e o teor de agua ¢ consideravelmente reduzido
(SALE; CAMPBELL, 1980, BURRIS, 1973, GUIAMET et al., 1991). Portanto, qualquer
alteracdo que ocorra durante a senescéncia, promovendo a reducdo desse periodo, poderd
prejudicar o processo de formagdo das sementes produzindo sementes maiores, de formato
ovalado ou de coloracao esverdeada.

O relato da presenca de nematoide em plantas de soja provocando a morte prematura é
um indicio de que este pode estar associado a ocorréncia de sementes esverdeadas, pois varios
autores (WIEBOLD, 2008; BOHNER, 2003; FRANCA NETO et al., 2005) destacaram que a
incidéncia destas sementes ¢ devida a ocorréncia de estresses, bidticos ou abioticos, apos a
maturidade fisioldgica, que podem provocar a morte prematura da planta e impedir que a

clorofila presente nas sementes se degrade de forma adequada.
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Na figura 5, pode-se observar plantas de soja submetidas aos diferentes tratamentos de
inoculagdo com M. javanica, aos 117 dias apos a semeadura e 103 dias apds a inoculagao.

Verificou-se em plantas ndo inoculadas, maior quantidade de folhas que se mantiveram verdes

e ficaram retidas nas plantas em relacdo as plantas que foram inoculadas.

s S . 1200 ;b 2400

Figura 5 - Plantas de soja, com 117 dias apds a semeadura e 103 dias apds a inoculacao,
submetidas & diferentes populagdes iniciais (nematoides por planta) de
Meloidogyne javanica

De maneira similar ao ocorrido com as plantas inoculadas com M. javanica, aquelas
inoculadas com P. brachyurus aos 116 dias ap6s a semeadura e 102 dias ap6s a inoculagdo

atingiram o periodo de senescéncia precocemente, enquanto as nao inoculadas mantiveram as
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folhas verdes, as quais ficaram retidas nas plantas. O efeito da presenca de nematoides foi
mais evidente para as plantas inoculadas com P. brachyurus (Figura 6).

Muitos autores destacaram para varias culturas que, entre os sintomas gerais de
ataques de nematoides no campo, o amarelecimento das folhas e a posterior queda prematura
destas sdo os mais visiveis e importantes (ASMUS; FERRAZ, 2001; LORDELO, 1988;
MOURA; PEDROSA; PRADO, 2002; GARCIA; COSTA; RODRIGUES, 2000, SHARMA

et al., 2005), pois afetam diretamente a produtividade e podem provocar morte das plantas.

=\ gy

—— 600 ' DOl 2000

Figura 6 - Plantas de soja, com 116 dias apos a semeadura ¢ 101 dias apos a inoculagdo,

submetidas a diferentes populagdes iniciais (nematoides por planta) de
Pratylenchus brachyurus
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2.3.1.2 Avaliagdes de nematoides, desempenho de plantas e de sementes

2.3.1.2.1 Meloidogyne javanica

Na tabela 1 estdo apresentados os resultados de massa de matéria fresca de raiz,
populagdo final e fator de reproducdo, considerando apenas nematoides e nematoides mais
ovos, de M. javanica para todos os tratamentos testados. Verificou-se que a menor massa de
matéria fresca de raiz foi verificada para o tratamento sem inoculacdo de nematoide e as
maiores para as plantas submetidas a 600 ¢ 1200 nematoides por planta. Como o M. javanica
¢ uma espécie de nematoide formadora de galhas, espera-se que, em grandes populagdes de
nematoides, a formagdo de galhas seja maior e consequentemente a massa de matéria fresca
de raiz também seja mais elevada (WALLACE, 1971; ASMUS; FERRAZ, 2001;
CARNEIRO, 2000). O oposto foi verificado por Rocha et al. (2008), em que houve redugao
na massa de raizes de plantas de soja inoculadas com 100, 200 e 300 espécimes de M.
javanica e Heterodera glycines quando avaliado aos 20 dias em relagdo as plantas nao
inoculadas. Segundo os autores, na presenca do nematoide pode ter ocorrido caréncia de
nutrientes e, assim, comprometimento do sistema radicular.

A populacdo final foi maior para as plantas inoculadas com 2400 nematoides por vaso
e menor para aquelas inoculadas com 300 nematoides (Tabela 1). Foi observado aumento da
populagdo final e da populagdo final + ovos a medida que se aumentou a populagdo inicial,
exceto para a populagdo de 300 nematoides, em que foi verificada uma redugdo em relagdo a
populacdo de 150 nematoides (Figura 7). Por outro lado, para o fator de reproducdo foi
observado reducao a medida que se aumentou a populacao inicial, exceto para a populagdo
inicial de 300 nematoides (Tabela 1 e Figura 8). O fator de reproducdo ¢ inversamente
proporcional a populacdo inicial devida a competi¢do intraespecifica da populagdo do
nematoide. O fator de reproducdo foi maior para as plantas inoculadas com 150 nematoides e
menor para as inoculadas com 2400 nematoides por planta (Tabela 1).

A reprodug@o de M. javanica expressa pelo fator de reprodugio (Tabela 1) seguiu os
padrdes esperados para o crescimento de populacdes de nematoides em funcdo da populagdo
inicial. Assim, a populacdo em baixos niveis iniciais, cresce exponencialmente por um
pequeno periodo de tempo, enquanto as populacdes mais altas, devido a competi¢do por
alimento e,ou a outra limitacdo qualquer imposta pelo ambiente, passa a apresentar depois

taxas cada vez menores de reprodu¢ao (ASMUS; FERRAZ, 2001).
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Di Vito, Greco e Carella (1983) destacaram que, sob altas populagdes iniciais, a planta
infectada ¢ gravemente danificada pelo nematoide, resultando em significativa redu¢do do
sistema radicular, o qual seria insuficiente para hospedar grandes populagdes de nematoides
ap6s a multiplicagdo. Dessa forma, apds um determinado periodo, muitos nematoides
morreriam no solo ou seriam incapazes de penetrar as raizes antes de completar o seu

desenvolvimento.

Tabela 1 - Resultados de massa de matéria fresca de raiz (g), populagdo final (Pf) e fator de
reproducdo (FR) considerando apenas formas mdéveis do nematdide e populagdo
final (Pf) e fator de reproducdo (FR) considerando formas moveis e ovos de M.
javanica em plantas de soja apos inocula¢do com diferentes populagdes

Tratamento Massa raiz"* Pf FR Pf (+ ovos) FR (+0vo0s)
0 55,4 0 0 0 0
150 64,6 54876 365,8 113456 756,4
300 64,3 25121 83,7 49122 163,7
600 74,4 98762 164,6 204089 340,1
1200 75,4 103185 86,0 210671 175,6
2400 58,5 114478 47,7 229778 95,7

" Analise de regressdo ndo significativa a 10% de probabilidade.
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Figura 7 - Populagdo final considerando apenas formas moéveis e populacdo final
considerando formas moveis e ovos de M. javanica em plantas de soja apds
inoculacdo com diferentes populagdes
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— Fator de reproducao + ovos R* = 0,6006 FR =-188,9In(P1)+1514,8

Figura 8 - Fator de reproducdo considerando apenas formas moveis e fator de reprodugdo
considerando formas moéveis ¢ ovos de M. javanica em plantas de soja apos
inoculagdo com diferentes populagdes

O numero de vagens, o nimero de sementes, a massa de matéria seca de sementes por
planta, a massa de 100 sementes ¢ a massa de matéria seca de parte aérea diminuiram a
medida que se aumentou a populagéo inicial de M. javanica (Figuras 9 e 10), desconsiderando
a populacdo inicial de 0, em que foi observado menor valor para todos os parametros
avaliados, exceto para a massa de 100 sementes (Tabela 2).

A maior produgdo de vagens e de sementes em plantas com baixas populagdes de
nematoide ¢, aparentemente, resultado de um efeito estimulante de um estresse moderado
causado pelas baixas populagcdes de nematoides na produtividade. Este tipo de resposta foi
relatado para outras espécies de nematoides (SCHIMITT; BARKER, 1981; SEINHORST;
den OUDEN, 1971).

Em trabalho com plantas de algoddo inoculadas ou ndo com 500 e 5000 ovos de
Meloidogyne incognita foi observada tendéncia de maiores valores de altura, massa seca de
folhas nos tratamentos com 500 ovos em relacdo aos com 5000 ovos ¢ a testemunha
(ABRAO; MAZZAFERA, 2001). Para as plantas de soja, além desse efeito estimulante das

baixas populagdes, até mesmo a populagdo mais elevada (2400 nematoides) pode ndo ter sido
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suficiente para causar prejuizos severos a produtividade, ou entdo a cultivar Pintado, apesar de
multiplicar o nematoide, pode ser tolerante a presenca de M. javanica nas raizes.

Por outro lado, alguns trabalhos correlacionaram negativamente as densidades
populacionais iniciais de nematoides com parametros de produg¢ao como a altura da planta, a
massa fresca de parte aérea e de raiz e a area foliar de leguminosas como soja e ervilha
(SHARMA; FONSECA, 2000; ASMUS; FERRAZ, 2001). Sharma e Rodriguéz (1982),
trabalhando com plantas de soja inoculadas com populagdes iniciais de 0, 4, 8, 16, 32, 64 ¢
128 mil espécimes de M. javanica por planta, verificaram efeito na altura de plantas, na massa
de raizes, no nimero de grdos e vagens e na massa fresca de parte aérea a medida, que
aumentavou a densidade populacional do nematoide, alcancando praticamente 98% de
reducdo nas populacdes iniciais de 32 mil nematoides por planta. O mesmo foi verificado em
experimento de tabaco com diferentes populagdes de M. incognita, no qual, a medida que se
aumentava a populacdo do nematoide, observava-se reducdo na producdo de folhas, sendo a
populagdo de 2 espécimes.ml™ de solo suficiente para causar redugdo significativa e perda na
produgdo das plantas (Di VITO; GRECO; CARELLA, 1983).

As populagdes iniciais utilizadas nos experimentos citados acima foram muito
elevadas quando comparadas as utilizadas nesta pesquisa, o que justifica as grandes diferencgas
encontradas entre os experimentos. Optou-se por populagdes menores para que o efeito na
produtividade ndo fosse muito drastico, possibilitando realizar a colheita de sementes para as
posteriores analises de qualidade.

Os dados de massa de 100 sementes foram maiores para as sementes produzidas nas
plantas sem a presenga de nematoides e decresceu gradativamente a medida que se aumentava
a populacdo inicial destes (Figura 10). O potencial produtivo e a massa de 100 sementes
depende da taxa e do periodo de acumulo de matéria seca desde o comego do processo de
formacdo das vagens (EGLI, 1998; SUMMERFIELD, 1978); quanto maior o nimero de
sementes produzidas, menor serd a taxa de fotoassimilados disponibilizados para cada
semente, produzindo sementes de menor massa. Por outro lado, a maior massa de sementes
nos tratamentos de menor populag¢ao pode ser devido a possivel interferéncia de M. javanica
na absorcao e transporte interno de solutos e de fotoassimilados; assim, seria indicado que os
nematoides em desenvolvimento nas raizes podem atuar como eficientes drenos metabdlicos
(CARNEIRO; MAZZAFERA; FERRAZ, 1999), prejudicando o processo de formacdo e

reduzindo a massa de sementes.
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Tabela 2 - Nuimero de vagens e de sementes, massa de matéria seca de sementes por planta
(MMSS), massa de 100 sementes (M100S) e massa de matéria seca de parte aérea
por planta (MMSPA), em gramas, em plantas inoculadas com diferentes
populagdes de M. javanica

Tratamento n°vagens n° sementes MMSS M100S MMSPA
0 54 114 18,0 16,2 13,5
150 67 149 22.9 15,3 17,2
300 63 143 22,0 15,3 16,0
600 63 138 20,3 15,0 16,1
1200 64 131 18,8 14,5 16,3
2400 60 123 18,0 14,7 15,2
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Figura 9 - Numero de vagens e numero de sementes de soja em plantas inoculadas com
diferentes populagdes de M. javanica
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Massade matéria seca de sementes por planta R’= 0,9820  MMSS =-1,876In(P1)+32,397
Massa de 100 sementes R*=0,7812 M100S = -0,289In(Pi)+16,806
Massa de matéria seca de parte aérea por planta R?= 0,6672 MMSPA =-0,534In(P1)+19,575

Figura 10 - Massa de matéria seca de sementes por planta, massa de 100 sementes ¢ massa
seca de parte aérea por planta em plantas inoculadas com diferentes populagdes
de M. javanica

Para M. javanica, ndo foram verificadas diferengas no potencial fisiologico das

sementes e na ocorréncia de sementes esverdeadas em todos os tratamentos aos quais as

plantas foram submetidas (Tabela 3).

Tabela 3 - Teor de agua (T.A.), germinag¢dao (G), envelhecimento acelerado (E.A.) e
ocorréncia de sementes esverdeada (S.V.), em porcentagem, e condutividade
elétrica (C.E.), em puS cm™ g, de sementes produzidas em plantas inoculadas
com diferentes populagdes de M. javanica

Tratamento T.A G" E.AY CE" AA
0 8,2 100 95 43,26 0,5
150 8,4 98 96 40,67 0,0
300 8,3 100 97 40,88 1,0
600 8,4 99 96 43,48 1,0
1200 8,6 99 98 42,11 1,5
2400 8,4 100 99 41,11 1,0

" Andlise de regressdo nao significativa a 10% de probabilidade.
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2.3.1.2.2 Pratylenchus brachyurus

Apos a colheita das sementes e avaliagdo das raizes de plantas de soja submetidas aos
diferentes tratamentos de populagdo inicial de P. brachyurus, foi verificado que ndo houve
relagdo entre a massa fresca de raiz e a populagdo inicial de nematoides para todos os
tratamentos testados (Tabela 4). A populacdo final de nematoides e nematoides mais ovos
final aumentou com o aumento da populag¢do inicial (Figura 11). Assim como para M.
javanica, na determinagdo da analise de regressdo ndo foram utilizados os resultados do
tratamento sem a presenca de nematoides; entdo, cinco pontos foram utilizados para a
confeccdo da curva (Figura 11 e 12). Em todos os casos em que houve inoculacdo de
nematoides, o fator de reprodugdo foi elevado (acima de 100), sendo maior para os
tratamentos de menor populacdo inicial, e diminuindo com o aumento da populacdo inicial
(Tabela 4 e Figura 12).

Em muitos trabalhos de nematologia, foi verificado que a populacdo final de
nematoides ¢ diretamente proporcional e o fator de reproducdo ¢ inversamente proporcional a
populacdo inicial. Machado et al., (2006) em experimento com algodao, cultivar Delta Opal,
avaliaram o efeito das populagdes de 0, 3000, 12000 e 30000 de P. brachyurus por planta no
desenvolvimento desta e evidenciaram que, a medida que se eleva a populacdo inicial, ocorre
aumento da populagdo final de nematoide e reducdo do fator de reprodu¢do. Em experimento
de campo realizado com trigo e cevada infectados por Heterodea havenae, foi observado o

mesmo comportamento das populagdes de nematoides (IBRAHIM et al., 1999).

Tabela 4 - Resultados de massa de matéria fresca de raiz (g), populagdo final (Pf) e fator de
reproducdo (FR) considerando apenas formas moéveis do nematoide e populacao
final (Pf) e fator de reprodu¢do (FR) considerando formas moveis e ovos de P.
brachyurus em plantas de soja apos inoculagdo com diferentes populagdes

Tratamento Massa raiz"* Pf FR Pf (+ ovos) FR (+ovos)
0 66,6 0 0 0 0
300 60,5 116916 389,7 216565 721,9
450 59,7 180434 400,9 345907 768,7
600 64,6 160936 268,2 306071 510,1
1200 68,4 156779 130,6 310959 259,1
2400 65,6 245993 102,5 477338 198,9

" Analise de regressio ndo significativa a 10% de probabilidade.
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Na tabela 5 estdo apresentados os parametros de avaliacdo de produtividade para as
plantas inoculadas ou ndo com P. brachyurus.

Para o nimero de vagens e de sementes, foi observado redu¢do com o aumento da
populacdo inicial (Figura 13), porém a reducdo foi muito pequena. O R* de 0,7831 para o
nimero de vagens demonstra que aproximadamente 78% da variacdo desse niimero pode ser
explicado pela relagdo linear com a populagdo inicial de nematoides, considerando a um nivel
de 10% de probabilidade. O mesmo se deu para o nimero de sementes, porém com um R”
mais baixo, de apenas 0,666 (Figura 13). Mesmo ocorrendo alta reprodu¢do dos nematoides,
ndo foram verificadas relacdes entre a populacdo inicial de nematoide com a massa de matéria
seca de sementes por planta, com a massa de 100 sementes e com a massa de matéria seca de
parte aérea para todos os tratamentos testados (Tabela 5). Nestes casos, assim como para as
plantas inoculadas com M. javanica, a populagdo inicial do nematoide pode ndo ter sido
suficiente para provocar problemas na massa de sementes e na parte aérea ou entdo, como nao
existem relatos, essa cultivar pode ser tolerante a presenca de P. brachyurus, ou seja, o
nematoide ¢ capaz de se multiplicar na planta sem ocasionar sintomas ou prejudicar a

produtividade da cultura.

Tabela 5 - Numero de vagens e de sementes, massa de matéria seca de sementes por planta
(MMSS), massa de 100 sementes (M100S) e massa de matéria seca de parte aérea
por planta (MMSPA), em gramas, em plantas de soja inoculadas com diferentes
populagdes de P. brachyurus

Tratamento n°vagens n°sementes MMSS* M100S* MMSPA*
0 96 195 26,5 13,5 29,5
300 96 197 26,4 13,5 28,8
450 96 190 26,4 13,8 299
600 95 188 25,4 13,5 30,3
1200 96 194 27,8 14,3 29.9
2400 90 179 24,8 13,8 28,6

" Analise de regressio ndo significativa a 10% de probabilidade.
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Figura 13 - Numero de vagens e numero de sementes de soja em plantas inoculadas com
diferentes populagdes de P. brachyurus

De forma semelhante ao verificado para alguns parametros de produtividade, ndo
ocorreu diferenga no potencial fisiologico, exceto para o envelhecimento acelerado (Tabela 6)
no qual foi observado redugdo na germinagdo das sementes a medida que se aumentava a
populagdo inicial (Figura 14). Para as plantas inoculadas com P. brachyurus, praticamente
ndo foi observada ocorréncia de sementes esverdeadas de soja nos diferentes tratamentos
(Tabela 6). Muitas empresas destacaram que plantas da cultivar Pintado, quando submetidas a
uma situagdo de estresse, ndo sdo muito sensiveis a ocorréncia de sementes esverdeadas.
Entretanto, foi feita a escolha desta cultivar no primeiro experimento pelo fato de ser
conhecidamente suscetivel aos dois nematoides em estudo, proporcionando alteragdes na

fenologia da planta.
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Tabela 6 - Teor de agua (T.A.), germinacdo (G), envelhecimento acelerado (E.A.) e
ocorréncia de sementes esverdeada (S.V.), em porcentagem, e condutividade
elétrica (C.E.), em pS cm™ g, de sementes produzidas em plantas inoculadas

com diferentes populagdes de P. brachyurus

Tratamento T.A G E.A. CE." AA
0 8,8 94 96 41,25 0,0
300 8,7 96 96 34,92 1,0
450 8.4 95 97 37,43 0,0
600 8,8 96 92 31,33 0,0
1200 8,2 95 93 35,16 0,5
2400 8,4 96 91 33,74 0,0

" Andlise de regressdo ndo significativa a 10% de probabilidade.
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Figura 14 - Germinag¢ao de sementes apds o envelhecimento acelerado de sementes de soja
proveniente de plantas inoculadas com diferentes popula¢des de P. brachyurus

2.3.2 Experimento Il

A avaliagdo da resisténcia dos genotipos de soja, em valores médios de fator de
reproducdo se encontram nas tabelas 7 e 8.

Nas raizes de todos os cultivares testados, Meloidodogyne javanica e Pratylenchus

brachyurus apresentaram capacidade de se reproduzir, variando os fatores de reprodugdo
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entre 1,2 a 4,6 (Tabela 7) e 1,4 a 4,1 (Tabela 8), respectivamente para cada nematoide. A
suscetibilidade das cultivares de soja coincide com a maioria dos trabalhos at¢ o momento
realizados para avaliacdo da reagdo de cultivares de soja (ASMUS; ANDRADE, 1996;
FERRAZ, 1996; COSTA; FERRAZ, 1998; MENDES; RODRIGUEZ, 2000; MENDES et al.,
2001; SOARES; SANTOS, 2009).

Os FR obtidos foram mais baixos, em comparacdo aos relatados anteriormente por
alguns autores, para soja (MENDES et al., 2001; HILLOCKS; STOKES; JONES, 1995) e
semelhante ao relatado por outros (SOARES; SANTOS, 2009; FERRAZ, 1996; COSTA;
FERRAZ, 1998; MENDES; RODRIGUES, 2000).

Durante o periodo de conducao do experimento em casa de vegetacdo (junho a agosto
de 2011), a temperatura média maxima na casa de vegetagdo foi de 35,0 °C e minima de 13,4
°C e no solo a temperatura média maxima foi de 33,4 °C e a minima de 12,3 °C. Segundo
Olowe e Corbett (1976), uma geragdo de P. brachyurus ¢ completada em quatro semanas a
30-35 °C, em raizes excisadas de milho; mas sdo necessarias 14 semanas a 15 °C. Para
Meloidogyne spp., o intervalo de temperatura de 15 °C a 30 °C possibilita o desenvolvimento
da maioria das espécies (WALLACE, 1971), porém, a taxa de embriogénese em M. javanica
sob temperatura de 15 °C ¢é aproximadamente 4 a 5 vezes menor do que aquela a 30 °C
(BIRD, 1972) e, consequentemente, a taxa de eclosao de J2 também ¢ reduzida (GOODELL;
FERRIS, 1989).

De qualquer forma, em nenhuma cultivar o FR ficou abaixo de 1. Portanto, mesmo
nas condigOes experimentais deste trabalho, com temperaturas desfavoraveis a M. javanica e
P. brachyurus (OLOWE; CORBETT, 1976), o uso de qualquer uma das cultivares avaliadas
como cultura de segunda safra ira resultar no aumento populacional desses nematoides.

Apesar de nenhuma cultivar ter sido classificada como resistente, algumas se
destacaram como sendo mais suscetiveis com maiores valores de fator de reprodugdo, tais
como as cultivares M 8866, TMG 115 RR ¢ M 7908 RR para M. javanica (Tabela 7) e TMG
155 RR, TMG 131 RR, Tucunaré, M 7908 RR, TMG 801le Pintado para P. brachyurus
(Tabela 8).
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Tabela 7 - Fator de reproducao de Meloidogyne javanica em 10 cultivares de soja

Cultivares de soja Fator de reproducao Reacao
TMG 115 RR 4,2 ab S*
TMG 131 RR 1,8 ¢ S

Tucunaré 3,1 cd S
M 7908 RR 3,2 bc S
M 8867 RR 1,3¢ S
M 8866 4,6 a S
Tabarana 1,4¢ S
TMG 801 1,2e S
TMG 103 RR l4e S
Pintado 2,1 de S

CV (%) 21,33

*Suscetivel

Tabela 8 - Fator de reproducdo de Pratylenchus brachyurus em 10 cultivares de soja

Cultivares de soja Fator de reproducao Reacéo
T™MG 115 RR 2,4 abc S*
T™MG 131 RR 4,1a S

Tucunaré 3,3ab S
M 7908 RR 2,2 abc S
M 8867 RR 1,9 be S
M 8866 1.4 c S
Tabarana 1,6 bc S
TMG 801 2,9 abc S
T™MG 103 RR 1,8 bc S
Pintado 2,3 abc S

CV (%) 25,73

*Suscetivel

Os resultados obtidos no experimento II demonstraram que todos os cultivares
poderiam ser utilizados no experimento III, porém, de acordo com algumas empresas
produtoras de sementes, os cultivares M 7908 RR, TMG 115 RR e TMG 131 RR sao
considerados sensiveis 4 ocorréncia de sementes esverdeadas. Dessa forma, foram escolhidos
entre estas trés cultivares, duas que tiveram maiores fatores de reproducdo para os dois

nematoides, sendo estas o M 7908 RR e o TMG 115 RR.
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2.3.3 Experimento 111

2.3.3.1 Avaliacdes do desenvolvimento e fenologia das plantas

Nas figuras 15, 16, 17 e 18 estdo apresentados os ciclos das plantas de soja em cada
tratamento de populagdo inicial e de estresse hidrico para cada cultivar e nematoide. Assim
como no experimento I, foram considerados na apresenta¢do dos graficos apenas os estadios
fenoldgicos de V (vegetativo), R; até R4 (florescimento e formagdo de vagens), Rs; até Rss
(enchimento de vagens) e R¢ até Rg3 (vagens cheias e senescéncia). Para todos os casos, o
ciclo mais longo observado foi considerado como sendo 100% e a redugdo do ciclo dos
demais tratamentos foi calculada sempre em relacdo ao maior ciclo. Os ciclos maximos
observados foram de 133 dias para as plantas da cultivar TMG-115RR para os dois
nematoides e de 129 dias para as plantas da cultivar M 7908 RR para os dois nematoides.

Verificou-se para os dois cultivares nos experimentos com M. javanica, redugdo do
ciclo da planta quando estas foram inoculadas com nematoides (Figuras 15 e 17). Porém, de
forma semelhante ao experimento I, quando se analisou os estadios fenologicos de cada
tratamento, observou-se que ndo houve reducdo nos estadios vegetativos, florescimento,
formagdo e enchimento das vagens. A reducdo do ciclo total foi devido a reducdo do estadio
de senescéncia, demonstrando que a presenga de M. javanica em raizes de soja provocou a
morte prematura da planta e, consequentemente, reduziu o ciclo desta.

Para M. javanica, foi verificada redugao de ciclo de 6,8% para a cultivar TMG-115RR
e de 4,0% para a cultivar M 7908 RR nos tratamentos com a presenca de nematoide (Figuras
15e17).

Em ambas as cultivares, ndo foi observada alteracdo no ciclo das plantas que foram
submetidas ao estresse hidrico em relagdo as ndo estressadas (Figuras 15 e 17). Isso foi
importante, pois demonstrou que o estresse ao qual as plantas foram submetidas niao foi
suficiente para acelerar o processo de senescéncia, podendo apenas ter interferido na
eficiéncia do parasitismo dos nematoides.

Em plantas de soja, o processo de senescéncia esta associado com o processo de perda
de 4gua na planta e nas sementes (aproximadamente 90%); quanto mais proximo da
senescéncia, menor a quantidade de agua presente na planta (McINTYRE, 1987; SALE;
CAMPBELL, 1980). Alguns autores (ADAMS; FJERSTAD; RINNE, 1983; WARD et al.,
1995; SINNECKER, 2002) consideram que sementes que passam por desidratacdo de

maneira mais rapida ndo perdem a clorofila no mesmo grau que as sementes desidratadas de
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forma lenta. Em sementes de canola, uma rapida perda de umidade na camara de secagem
interrompeu o processo de degradacdo de clorofila, devido ao baixo grau de umidade nas
sementes, resultando em altos niveis de clorofila. Assim, espera-se que, nas plantas que
atingiram o estddio de senescéncia mais precocemente, o teor de clorofila nas sementes seja
mais elevado (WARD et al., 1995).

Os efeitos fundamentais da d4gua no desenvolvimento e metabolismo sugerem que esta
pode tomar lugar de maior papel na evolugdo de varios mecanismos fisiologicos que regulam
0 padrao de desenvolvimento da planta. Uma drastica redu¢ao no conteudo de dgua, com a
aproximacao da maturidade, explica a inibicdo de desenvolvimento e o declinio associado a
atividade metabolica (McINTYRE, 1987). Como a degradagdo da clorofila ocorre de forma
simultdnea com a maturacdo das sementes, em casos em que a senescéncia ocorre
precocemente, a clorofila pode nao ser degradada devido a interrupcdo do metabolismo.
Portanto, a maturidade das sementes no periodo adequado ¢ importante para reduzir a
possibilidade de presenga de clorofila que produzem radicais livres, que podem causar danos
oxidativos (JALINK et al., 1999) determinantes na longevidade e no vigor das sementes.

Para os experimentos conduzidos com P. brachyurus, em ambas as cultivares, ndo foi
verificado redugdo do ciclo da planta, independentemente da presenga ou ndo do nematoide
(Figuras 16 e 18).

Existem relatos de que os nematoides de galhas geralmente sdo mais severos que os
outros géneros ¢ que constituem o grupo de fitonematoides de maior importancia em todo o

mundo (WEISCHER; BROWN, 2001).
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Figura 15 - Porcentagem de reducdo do ciclo de plantas de soja, cultivar TMG-115RR, em
plantas inoculadas com 7000 espécimes de M. javanica submetidas ou nao a
estresse hidrico comparado com plantas ndo inoculadas (populacio 0) ndo
submetidas ao estresse hidrico. V — estadio vegetativo, R|-R4 — florescimento e
formagdo de vagens, Rs;-Rss — enchimento de vagens e R¢-Rg 3 — vagens cheias
e senescéncia. SE — sem estresse hidrico, CE — com estresse hidrico
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Figura 16 - Porcentagem de reducdo do ciclo de plantas de soja, cultivar TMG-115RR, em
plantas inoculadas com 7000 espécimes de P. brachyurus submetidas ou ndo a
estresse hidrico comparado com plantas ndo inoculadas (populagdo 0) nao
submetidas ao estresse hidrico. V — estadio vegetativo, R;-R4 — florescimento e
formagdo de vagens, Rs-Rs s — enchimento de vagens e R¢-Rg 3 — vagens cheias e
senescéncia. SE — sem estresse hidrico, CE — com estresse hidrico
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Figura 17 - Porcentagem de reducgdo do ciclo de plantas de soja, cultivar M 7908 RR, em
plantas inoculadas com 7000 espécimes de M. javanica submetidas ou ndo a
estresse hidrico comparado com plantas ndo inoculadas (populacdo 0) nido
submetidas ao estresse hidrico. V — estadio vegetativo, R;-R4 — florescimento e

formagdo de vagens, Rs -Rs s — enchimento de vagens e R¢-Rg 3 — vagens cheias
e senescéncia. SE — sem estresse hidrico, CE — com estresse hidrico
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Figura 18 — Porcentagem de redu¢do do ciclo de plantas de soja, cultivar M 7908 RR, em
plantas inoculadas com 7000 espécimes de P. brachyurus submetidas ou ndo a
estresse hidrico comparado com plantas ndo inoculadas (populagdo 0) ndo
submetidas ao estresse hidrico. V — estadio vegetativo, R;-R4 — florescimento e
formagdo de vagens, Rs-Rss — enchimento de vagens e R¢-Rg 3 — vagens cheias
e senescéncia. SE — sem estresse hidrico, CE — com estresse hidrico

Nas figuras 19, 20, 21 e 22 pode-se observar plantas de soja das cultivares TMG-
115RR ¢ M 7908 RR submetidas ou ndo ao tratamento de inocula¢do com M. javanica e P.

brachyurus, com 116 dias apo6s a semeadura e 102 dias ap6s a inoculagdo. Como verificado na
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avaliacdo de fenologia, para os dois cultivares inoculados com M. javanica, o estadio de
senescéncia foi precocemente alcangado, pois as folhas cairam e as vagens se tornaram
amarelas mais rapidamente que nas plantas sem inocula¢do (Figuras 19 e 21). Por outro lado,

nao foi possivel verificar diferenga na senescéncia das plantas submetidas aos diferentes

tratamentos com P. brachyurus (Figura 20 e 22) e de estresse hidrico para os dois cultivares.

Figura 19 - Plantas de soja, cultivar TMG-115RR, com 116 dias apo6s a semeadura e 102 dias
ap6s a inoculagdo com Meloidogyne javanica. A - plantas ndo inoculadas e sem
estresse hidrico, B - plantas ndo inoculadas e com estresse hidrico, C - plantas
inoculadas sem estresse hidrico e D — plantas inoculadas com estresse hidrico

Figura 20 - Plantas de soja, cultivar TMG-115RR, com 116 dias ap6s a semeadura e 102 dias
apos a inoculagdo com Pratylenchus brachyurus. A - plantas ndo inoculadas e
sem estresse hidrico, B - plantas ndo inoculadas e com estresse hidrico, C -
plantas inoculadas sem estresse hidrico e D — plantas inoculadas com estresse
hidrico
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Figura 21 - Plantas de soja, cultivar M 7908 RR, com 116 dias apos a semeadura e 102 dias
apos a inoculagdo com Meloidogyne javanica. A - plantas ndo inoculadas e sem
estresse hidrico, B - plantas ndo inoculadas e com estresse hidrico, C - plantas
inoculadas sem estresse hidrico e D — plantas inoculadas com estresse hidrico

Figura 22 - Plantas de soja, cultivar M 7908 RR, com 116 dias apos a semeadura e 102 dias
apos a inoculagdo com Pratylenchus brachyurus. A - plantas ndo inoculadas e
sem estresse hidrico, B - plantas ndo inoculadas e com estresse hidrico, C -
plantas inoculadas sem estresse hidrico e D — plantas inoculadas com estresse
hidrico

Durante todo o desenvolvimento das plantas, foram observados alguns efeitos
fisiologicos exclusivamente nas plantas inoculadas com nematoides, principalmente para
aquelas inoculas com M. javanica. Foram observados nas folhas novas de plantas em estadio
de R;-Rj3, sintomas de clorose generalizada (Figuras 23A e 23C) e nas folhas mais velhas,
sintomas de clorose comegando nos bordos foliares migrando para a nervura central (Figuras

23B, 23D e 23E). Muitos trabalhos relataram a clorose nas folhas como sendo o principal
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sintoma causado na parte aérea das plantas infectadas (LORDELLO, 1988; SHARMA;
RODRIGUEZ, 1982; TIHOHOD, 2000; SANTOS et al., 2001; BERKE et al., 2005;
SHARMA et al., 2005).

Parte das alteracdes nas coloragdes das plantas parasitadas estd possivelmente
relacionada com a absor¢ao e translocagao de nitrogénio. Essa hipotese pode ser refor¢ada por
Carneiro (2000), que demonstrou que ocorreu acimulo de maiores quantidades de nutrientes
nas raizes que na parte aérea no periodo de 40 dias apos a inoculaciao de plantas de soja por
M. javanica e M. incdgnita raga 3, coincidindo com a época em que foram verificadas as

maiores varia¢des na coloracdo das folhas da cultivar Embrapa 133. Além disso, a deficiéncia

de nitrogénio pode ter sido devida a baixa nodulacdo das plantas infectadas (KOENNING;
BARKER, 1995).

Figura 23 - Sintomas nas folhas de plantas inoculadas com nematoides. Folhas novas
apresentando clorose generalizada (A, C) e folhas desenvolvidas com clorose
migrando das bordas para a nervura central (B, D e E)
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Além dos sintomas verificados nas folhas, foi observado abortamento de flores e
morte de vagens em inicio de desenvolvimento (Figuras 24A e 24C), forma¢do de vagens

vazias (Figuras 24D, 24E e 24F) e formacdo de vagens que atingiram a coloragdo amarela

precocemente com sementes mal formadas em seu interior (Figuras 24B e 24F).

Figura 24 - Sintomas nas flores e vagens de plantas inoculadas com nematoides. Abortamento
de flores e gemas reprodutivas (A), abortamento de vagens (C), formacdo de
vagens vazias (D, E e F) e formagdo de vagens com sementes pouco
desenvolvidas em vagens que atingiram precocemente a coloracdo amarela (B e F)

2.3.3.2 Avaliagdes de nematoides, desempenho de plantas e de sementes

Nas figuras 25 e 26 estdo apresentados os sintomas tipicos provocados nas raizes para
os dois nematoides em estudo. Observou-se que nas raizes inoculadas com M. javanica houve
a formacdo de galhas tipicas para os dois cultivares estudados, principalmente na regido
superficial de raizes, préximo ao colo da planta, sendo mais visivel para a cultivar TMG-
115RR (Figura 25B) que para a cultivar M 7908 RR (Figura 26B). Para P. brachyurus, as

raizes de ambas as cultivares ficaram mais escurecidas em relagcdo as raizes das plantas nao
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inoculadas devido a formacgdo de galerias provocadas por este nematoide (Figuras 25C e
26C). Essa expressdo de sintomas nas raizes ocorreu em todas as plantas inoculadas,

independentemente dos tratamentos de estresse hidrico.

Figura 25 - Raizes de plantas de soja (cultivar TMG-115RR) de plantas ndo inoculadas (A),
de plantas inoculadas com Meloidogyne javanica (B) e Pratylenchus brachyurus

©

Figura 26 - Raizes de plantas de soja (cultivar M 7908 RR) de plantas ndo inoculadas (A), de
plantas inoculadas com Meloidogyne javanica (B) e Pratylenchus brachyurus (C)
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2.3.3.2.1 Meloidogyne javanica

Na tabela 9 estdo apresentados os resultados de massa fresca de raiz, populagao final e
fator de reprodugao, considerando apenas nematoides e nematoides mais ovos, de M. javanica
para todos os tratamentos testados para os dois cultivares. A menor massa de matéria fresca
de raiz foi verificada para os tratamentos sem inoculacdo de nematoide para os dois cultivares,
independentemente do estresse hidrico.

Em infestagdes com Meloidogyne javanica sdo geralmente verificados maiores massas
de raizes em plantas inoculadas com nematoides que em plantas sem a presenga deste.
Explica-se isso pela formacdo de galhas nas raizes finas e, principalmente, na raiz primaria,
onde ocorre a formagdo de um conglomerado (FERRAZ; MONTEIRO, 2011). Tais
malformagdes, quando volumosas, muitas vezes compensam as redugdes na massa de raizes
devido ao parasitismo (FERRAZ; LORDELLO, 1982).

Apesar de ndo ter sido observada diferenca estatistica, a maior populagdo final de
nematoides e fator de reproducdo para as duas cultivares foi verificada para as plantas
inoculadas e submetidas ao estresse hidrico (Tabela 9). Assim, ¢ possivel concluir que a
inducdo de estresse hidrico nas fases de Rs-Rs, e nas fase de senescéncia (R; até o final do

ciclo) pouco favoreceu o parasitismo ¢ a multiplicagdo de M. javanica (Tabela 9).



(<))
N

Tabela 9 - Resultados de massa de matéria fresca de raiz em gramas (MR), populacao final (PF) e fator de reproducao (FR) considerando apenas
formas moveis do nematdide, e populagdo final (PF) e fator de reprodugdo (FR) considerando formas moéveis e ovos de M. javanica
em plantas de soja com (C) e sem (S) estresse hidrico, submetidas ou ndo a inoculacdo com 7000 nematoides

MR PF FR PF (+ovos) FR (+ovos)

Cult. Pop. —¢ S C S C S C S C S
MG, 0 S4TAb 556Ab 0 Ab 0 Ab 0 Ab 0 Ab 0 Ab 0 Ab 0 Ab 0 Ab
Lo 7000 738Aa 849Aa _1048467Aa $83245Aa  _1498Aa 1262Aa _8812207Aa 7922821 Aa 12589 Aa 11318 Aa

cV 13.59 27.12 2341 38.71 38.68
700 0 37AAb 375Ab 0 Ab 0 Ab 0 Ab 0 Ab 0 Ab 0 Ab 0 Ab 0 Ab
do0% 7000 47.1Aa 424Aa 492599 Aa  456937Aa _T04Aa  653Aa  2871530Aa 2760863Aa _4102Aa 3944 Aa
cV 11.48 59,60 58.80 58.58 58.45

*Médias seguidas da mesma letra mailiscula nas linhas e mintscula nas colunas para cada cultivar e avaliagdo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Para a cultivar TMG-115RR nas avaliagdes de desenvolvimento de planta e produgao,
observou-se maiores nimeros de vagens, de sementes total, de sementes por vagens e maior
massa de matéria seca de sementes para os dois tratamentos de estresse hidrico e maior massa
de 100 sementes para o tratamento com estresse hidrico e maior massa seca de parte aérea
para o tratamento sem estresse em plantas sem a presenca de nematoides nas raizes em
relacdo as plantas inoculadas (Tabela 10). Para a cultivar M 7908 RR, foi observado maior
nimero de sementes por vagem e maior massa de matéria seca de sementes para aquelas
produzidas em plantas sem a presenca do nematoide com estresse hidrico (Tabela 10).

As expressivas reducdes no nimero de vagens, nimero de sementes, massa seca de
100 sementes e de massa seca de parte aérea para as plantas inoculadas corroboram os
resultados obtidos por Asmus e Ferraz (2001) e evidenciam, mais uma vez, o grande potencial
de dano de M. javanica para a cultura da soja.

A queda nos parametros de produ¢do observada neste experimento, principalmente
para a cultivar TMG-115RR, ndo ocorreu no experimento I, em que a populagdo mais alta
testada foi de 2400 nematoides. Isso demonstra que a presenga de altas populacdes de M.
javanica (7000 nematoides) em raizes de soja prejudica o desenvolvimento da planta e,
consequentemente, a producdo de sementes. Porém, sabe-se que o prejuizo na produgdo
depende de varios fatores, entre eles, cultivar, idade da planta, espécie e raga de nematoide e
condigoes ambientais (BARKER; OLTHOF, 1976; ASMUS; FERRAZ, 2001; ABAWI;
BARKER, 1984).

Entre os efeitos prejudiciais da presenca do nematoide ao desenvolvimento das plantas
e produtividade ¢ possivel destacar o abortamento ou a produ¢do de menor nimero de flores
(relacionado ao menor nimero de vagens), a maior quantidade de produgdo de vagens vazias
(Tabela 10) e a deficiéncia no processo de assimilacdo e transporte interno de solutos e de
fotoassimilados, demonstrado pela redu¢do do nimero de sementes, na massa de 100
sementes e na massa seca de parte aérea das plantas (Tabela 10). A menor massa de sementes
e de parte aérea pode ser um indicativo de que os nematoides em desenvolvimento nas raizes
possam atuar como eficientes drenos metabolicos (CARNEIRO; MAZZAFERA; FERRAZ,
1999; CARNEIRO, 2000; CIRRINICIONE; TEFFT; SPRINGER, 2009), prejudicando o
processo de formacao e reduzindo a massa de sementes.

Gongalves et al. (1995) destacaram que a diminuicdo da area foliar, deficiéncia
mineral, murchamento temporario durante o periodo mais quente do dia e baixa produtividade
sdo conseqiiéncias de raizes danificadas, caracteristicas de plantas atacadas por nematoides.

Uma vez que os nutrientes absorvidos pelas raizes sao levados a parte aérea via xilema, seria
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esperado que qualquer alteracdo no fluxo da agua pudesse também acarretar em problemas
fisiologicos. Assim, dependendo do nematoide e da populacdo que esteja colonizando as
raizes de uma planta, pode haver reducdo na absor¢do de nutrientes pela propria reducao do
sistema radicular, como também pela disfun¢ao ocasionada no mesmo. Como conseqiiéncia,
isso pode levar a reducdes no crescimento da planta e na produtividade.

Analisando os dados dos dois cultivares, observa-se para a cultivar TMG-115RR
maiores perdas de produ¢do em comparagdo com o M 7908 RR. Isso pode ter ocorrido pelo
fato da populacao final de nematoides na cultivar TMG-115RR ter sido consideravelmente
maior que na cultivar M 7908 RR (Tabela 9). Assim, a maior quantidade de nematoides nas
plantas pode ter afetado de forma mais severa o desenvolvimento e a producdo desta. Além
disso, essa cultivar pode tolerar mais a multiplicacdo e o efeito da presenca do nematoide na
sua fisiologia e na sua produtividade, pois, sabe-se que diferentes cultivares respondem de
forma diferente a presenga de nematoides.

Em relagdo aos tratamentos de estresse hidrico, foi verificado para a cultivar TMG-
115RR reducdo no nimero de vagens para ambos os tratamentos de populacdo inicial, no
nimero de sementes para o tratamento de 7000 nematoides ¢ no nimero de sementes por
vagem para o tratamento sem inoculagdo nas plantas que ndo foram submetidas ao estresse
hidrico em relagdo as plantas submetidas ao estresse (Tabela 10).

Para a cultivar M 7908 RR foi verificado aumento do nimero de sementes e de vagens
nas plantas submetidas ao estresse hidrico para o tratamento sem inoculagao (Tabela 10).

De maneira geral, a deficiéncia hidrica exerce influéncias negativas sobre as plantas e,
na maioria dos casos, seus danos sdo mensurados mediante o acompanhamento dos processos
que estdo relacionados ao crescimento, como as alteragdes que ocorrem em nivel morfologico
e no acumulo de biomassa, por parte dos distintos 6rgdos vegetais (CARVALHO, 2004).
Porém, como neste caso o estresse hidrico provocado foi muito leve e apenas na fase de
enchimento das vagens e senescéncia, esse pode ndo ter sido suficiente para provocar queda
na produtividade e, além disso, pode ter favorecido a produtividade das plantas estressadas
devido a remobilizagdo de carbono presente nos outros tecidos da planta para a semente.

Yang et al. (2001), trabalhando com plantas de trigo, constataram que moderado
estresse hidrico promove a remobilizacdo do carbono produzido antes da antese armazenados
na haste e na bainha das plantas para os graos. Quanto mais rapida e severa for a indugdo do
estresse hidrico, até um nivel em que a planta tolere, mais rapidamente o carbono ¢ realocado
dos tecidos da planta para os graos. Dessa forma, a massa de sementes ¢ a produtividade

foram maiores para as plantas submetidas a um estresse moderado.



Tabela 10 - Numero de vagens (NV), nimero de vagens vazias (VV), nimero de sementes total (NS), nimero de sementes por vagens (NS/V), massa de
matéria seca de sementes (MS), massa de 100 sementes (M100S) e massa de matéria seca de parte aérea por planta (MPA), em gramas, em
plantas de soja com (C) e sem (S) estresse hidrico, submetidas ou ndo a inoculagdo com 7000 nematoides (M. javanica)

Cultivar Pop. NV \AY NS NS/V MS M100S MPA
C S C S C S C S C S C S C S
TMG- 0 80Aa 63Ba 5Ab 2Ab 185 Aa 185 Aa 22Ba 28 Aa 26,1 Aa 27,6 Aa 14,1 Aa  14,9Aa 27,5Aa 27,9 Aa
115RR 7000 57Ab 44 Bb 12 Aa  13Aa 110Ab  79Bb 1,6 Ab 14 Ab 11,4 Ab 10,1 Ab 10,4 Ab 12,8 Aa 239Aa 219 Ab
Cv 10,84 23,35 12,03 15,46 10,18 12,70 7,01
M 7908 0 48 Aa 47 Aa 5Ba 9 Aa 101 Aa 90 Aa 1,9Aa 1,6Ba 17,0 Aa 159 Aa 16,8 Aa 17,6 Aa 15,.8Aa 15,2 Aa
RR 7000 45Aa 43 Aa 8§Ba 12 Aa 87 Aa 78 Aa 1,6 Ab 1,4 Aa 144 Ab 13,1 Aa 16,5Aa 16,7 Aa 16,0 Aa 14,1 Aa
CcvVv 25,43 22,72 15,59 7,80 19,90 7,95 18,60

*Médias seguidas da mesma letra maitiscula nas linhas e minascula nas colunas para cada cultivar e avaliagio, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

99
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De maneira geral, as sementes provenientes das plantas da cultivar TMG-115RR
inoculadas com M. javanica apresentaram menor potencial fisiolégico do que aquelas produzidas
em plantas sem nematoides. Os dados de germinagdo, envelhecimento acelerado, condutividade
elétrica, emergéncia de plantulas em campo (Tabela 11) e tetrazolio (Tabela 12) classificaram as
sementes produzidas em plantas sem nematoide, com e sem estresse hidrico, como as de melhor
potencial fisiologico. Além disso, a ocorréncia de sementes esverdeadas nos tratamentos com
nematoides foi mais elevada que para as plantas ndo inoculadas. Dessa forma, observa-se que a
reduc@o no potencial fisiologico das sementes provenientes de plantas inoculadas pode ter sido
devido ao aumento da ocorréncia de sementes esverdeadas, visto que estas sementes tem um
menor potencial fisiologico (COSTA et al., 2001; PADUA et al., 2005, 2009a; ZORATO et al.,
2007; CICERO; VAN SCHOOR; JALINK, 2009; RANGEL et al., 2011) em relagdo as sementes
amarelas ou devido a agdo do nematoide interferindo no processo de formacdo das sementes,
resultando em sementes de menor qualidade.

O impacto do pigmento verde sobre a qualidade fisioldgica é maior quanto mais elevado
for o indice de sementes esverdeadas e quanto maior a intensidade da tonalidade do verde
incidindo nos cotilédones das sementes presentes no lote (ZORATO, 2003).

A partir das analises dos dados obtidos pelo SVIS (Tabela 13), as sementes de plantas da
cultivar TMG-115RR sem a presenga de M. javanica tiveram maior indice de vigor, de
crescimento e comprimento de plantulas em relagao as sementes de plantas inoculadas para o
tratamento sem estresse hidrico.

Observa-se que a submissdo das plantas ao estresse hidrico ndo afetou de forma importante
o potencial fisiologico destas.

Assim, todos os testes de potencial fisioldgico confirmaram que as plantas de soja da
cultivar TMG115-RR quando inoculadas com 7000 nematoides produziram maior nimero de
sementes esverdeadas e sementes de menor potencial fisiologico.

Para a cultivar M 7908 RR, foi possivel verificar aumento na ocorréncia de sementes
esverdeadas apenas para o tratamento de plantas inoculadas, com estresse hidrico, em relacao as
nao inoculadas (Tabela 11). Além disso, foi verificado para as sementes provenientes de plantas
sem estresse hidrico e sem nematoides, menores valores de condutividade elétrica, de sementes na
classe 6 avaliados pelo teste de tetrazolio e de sementes com anomalias embriondrias e maiores

porcentagens de sementes na classe 1 avaliadas pelo teste de tetrazolio em relacdo as plantas
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inoculadas (Tabela 12). Porém, para os outros testes de avaliagdo do potencial fisiologico,
inclusive o SVIS, néo foi verificado efeito do M. javanica na qualidade de sementes (Tabelas 11 e
13).

As anomalias embrionarias podem ter ocorrido pela presenga de M. javanica nas plantas.
Sdo consideradas anomalias embriondrias quando sdo constatados trés ou mais cotilédones,
quando se observa a ocorréncia de cotilédones deformados ou dobrados ou quando o eixo
embrionario se desenvolveu em local inadequado (FRANCA NETO; KRZYZANOWSKI;
COSTA, 1998). Entretanto, se estas anomalias nao afetarem tecidos vitais das sementes, estas
podem originar plantulas normais e, portanto, devem ser computadas no céalculo de sementes
viaveis.

Em relacdo ao tratamento de estrese hidrico, foi verificado maior porcentagem de
sementes esverdeadas apenas nas plantas submetidas ao tratamento com estresse hidrico e
inoculadas em relacdo as ndo submetidas ao estrese hidrico (Tabela 11). Neste caso, para esta
cultivar, o estresse hidrico pode ter induzido a producdo de sementes esverdeadas, mas nao a

ponto de causar redugdo no potencial fisiologico destas.



Tabela 11 - Teor de agua (TA), germinagdo (G), envelhecimento acelerado (EA) emergéncia de plantulas em areia (EPA) e ocorréncia de sementes
esverdeada (SE), em porcentagem, e condutividade elétrica (CE), em uS cm™ g, de sementes de soja produzidas em plantas com (C) e
sem (S) estresse hidrico, submetidas ou ndo a inoculagdo com 7000 nematoides (M. javanica)

Cultivar  Pop. TA G EA CE EPA SE
C S C S C S C S C S C S
TMG- 0 10,3 10,5 92 Aa 98 Aa 93 Aa 96 Aa 38,42 Aa 41,45 Ab 93 Aa 97 Aa 0Ab 1Ab
115RR 7000 9,1 9,0 79 Ab 86 Ab 84 Ab 76 Ab 40,30 Ba 54,93 Aa 86 Aa 76 Bb 9Aa 10 Aa
CVv - 7,63 3,95 13,66 5,75 66,01
M 7908 0 8,9 9,1 93 Aa 97 Aa 95 Aa 98 Aa 48,68 Aa 44,70 Ab 98 Aa 98 Aa 8Ab 8 Aa
RR 7000 8,6 8,8 94 Aa 94 Aa 92 Aa 94 Aa 47,43 Aa 53,37 Aa 95Aa 98 Aa 14Aa 6Ba
CcVv - 3,36 6,62 8,68 5,43 31,38

*Médias seguidas da mesma letra maiuscula nas linhas e mintiscula nas colunas para cada cultivar e avaliacdo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 12 - Notas atribuidas as sementes ap6s avalia¢do pelo teste de tetrazolio, em porcentagem, de sementes de soja produzidas em plantas com (C)
e sem (S) estresse hidrico, submetidas ou ndo a inoculagdo com 7000 nematoides (M. javanica). Nota 1: sementes sem danos, notas 2-3:
sementes com danos leves que ndo afetaram o vigor e viabilidade, nota 4-5: sementes com danos severos que afetaram o vigor € ndo a
viabilidade, nota 6: sementes com danos que afetaram a viabilidade e AE: anomalias embrionarias

Cultivar Pop. 1 2-3 4-5 6-U 6-P 6-M AE
C S C S C S C S C S C S C S
M. O 98Aa 94Aa 2Aa 4Aa 0 0 0Ab 1Ab 0Aa 0 Aa 0Aa 0Ab  0Aa 1Aa
11sRR 7000 89Ab 90Aa  3Aa_ 2Aa 0 0 5Aa 4 Aa 2Aa  0Aa lAa 2Aa  0Ba 2Aa
cV 6,06 36,36 - 33,33 47,10 32,99 46,65
M7908 O 90 Aa 94Aa  4Aa 4Aa 0 0 0 0 2Aa 1Aa  2Aa 0Ab 1Ab 1Ab
RR 7000 _90Aa 82Ab  _1Bb 5Aa 0 0 0 0 0Aa 0 Aa 1Aa 4Aa  8Aa 9Aa
cV 5,50 36,36 - - 87,28 55,54 52,98

*M¢édias seguidas da mesma letra maitiscula nas linhas e mintscula nas colunas para cada cultivar e avaliacdo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 13 - Indice de vigor (IV), indice de crescimento (IC), indice de uniformidade (IU) e comprimento de plantulas (CP), em cm, avaliados por
meio do SVIS, de sementes de soja produzidas em plantas com (C) e sem (S) estresse hidrico, submetidas ou nao a inoculagdo com

7000 nematoides (M. javanica)

. v IC U CP
Cultivar Pop. C S c S C S c S

0 611,8 Aa 681,3 Aa 517,5 Aa 600,3 Aa 850,8 Aa 871,3 Aa 4,8 Aa 5,9 Aa

TMG-115RR 7000 592.3 Aa 516,3 Ab 504,8 Aa  392,0 Ab 798.5 Aa 807,3 Aa 4,4 Aa 3,2 Ab
CVv 8,84 21,22 5,88 18,49

0 770,0 Aa 803,0 Aa 724.8 Aa 767,3 Aa 876,8 Aa 886,8 Aa 7,3 Aa 7,8 Aa

M 7908 RR 7000 7243 Aa 775,8 Aa 655,0 Aa 727,5 Aa 887,3 Aa 890,0 Aa 6,5 Aa 7,2 Aa
CvVv 11,85 16,72 3,12 9,03

*Médias seguidas da mesma letra maiuscula nas linhas e mintiscula nas colunas para cada cultivar e avaliacdo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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2.3.3.2.2 Pratylenchus brachyurus

Ap6s a colheita das sementes e avaliagdo das raizes das plantas de soja inoculadas ou ndo
com P. brachyurus, foi verificado maior massa de raiz para o tratamento sem nematoide e sem
estresse hidrico para a cultivar TMG-115RR (Tabela 14). Para a cultivar M 7908 RR nao foi
observada alteragdo na massa de raizes apesar de ter sido verificada alta populagdo de nematoides
ao final do ciclo das plantas inoculadas (Tabela 14). Em todos os casos, para ambas as cultivares,
a populagdo final de nematoides e o fator de reprodugdo, considerando ou nao ovos, foi elevada,
sendo a cultivar TM-115RR mais favoravel a multiplicacdo dos nematoides com fatores de
reprodugdo acima de 20 (Tabela 14). Esta maior capacidade de reprodugdo de P. brachyurus na
cultivar TMG-115RR ja tinha sido anteriormente verificada no experimento de resisténcia de
cultivares (experimento II).

Em relagdo ao tratamento de estresse hidrico, foi verificado para a cultivar TMG-115RR
maior populacdo final e fator de reproducdo, considerando ou nao ovos, apenas nas plantas
inoculadas com nematoides ¢ ndo submetidas ao estresse hidrico em relacao as plantas estressadas
(Tabela 14). Para a cultivar M 7908 RR ndo foram observadas diferencas na multiplicacao dos
nematoides para os tratamentos de estresse hidrico, porém, em valores absolutos, estes foram mais
elevados nas plantas as quais nao foram submetidas ao estresse. Assim, percebe-se que para as
duas cultivares, principalmente para a TMG-115RR, a submissao das plantas ao estresse hidrico
prejudicou o parasitismo, reduzindo a populagdo de nematoides ao final do ciclo dessass plantas
em relagdo as quais ndo foram submetidas ao estresse hidrico.

A reducgdo da populacdo de nematoides em condigdes de estresse hidrico provavelmente
ocorreu devido ao habito migrador de P. brachyurus. Os nematoides que vivem dentro de raizes,
como ¢ o caso de M. javanica, possuem o privilégio de protecdo Otima a estresses ambientais
enquanto a viabilidade do hospedeiro persistir. Contudo, os nematoides ou estadios de nematoides
que nao vivem dentro do hospedeiro sdao protegidos pela umidade do solo, mas ficam sujeitos a
desidratagdo ¢ morte rapida enquanto o solo perde umidade (CHRISTIE, 1959; RITZINGER;
FANCELLI; RITZINGER, 2010). A umidade do solo ¢ necessaria para muitos processos vitais de
Pratylenchus spp. e é um dos mais importantes fatores que influenciam as populagoes

(GOULART, 2008).



Tabela 14 - Resultados de massa de matéria fresca de raiz em gramas (MR), populacdo final (PF) e fator de reproducdo (FR) considerando
apenas formas moveis do nematoide, e populacdo final (PF) e fator de reprodugdo (FR) considerando formas moveis e ovos de
P.brachyurus em plantas de soja com (C) e sem (S) estresse hidrico, submetidas ou ndo a inoculagdo com 7000 nematoides

. MR PF FR PF (+ovos) FR (+ovos)
Cultivar  Pop. C S C S C S C S C S
TMG- 0 457Ba 78,8 Aa 0 Ab 0 Ab 0 Ab 0 Ab 0Ab 0 Ab 0 Ab 0 Ab
115RR 7000 53,8 Aa 593 Aa 152679 Ba 193545 Aa 21,8Ba 27,7 Aa 204600 Ba 266585 Aa 292Ba 38,1 Aa
CvVv 20,32 35,60 34,33 39,74 38,66
M 7908 0 39,4 Aa 39,8 Aa 0 Ab 0 Ab 0 Ab 0 Ab 0 Ab 0 Ab 0 Ab 0 Ab
RR 7000 37,1 Aa 349 Aa 75267 Aa 88937 Aa 10,8 Aa 12,7 Aa 96778 Aa 109579 Aa 13,8 Aa 15,7 Aa
CVv 14,43 50,77 46,91 49,82 46,70

*M¢édias seguidas da mesma letra maitiscula nas linhas e mintiscula nas colunas para cada cultivar e avaliagdo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Em relagdo as avaliagdes de producdo de vagens, sementes e parte aérea (Tabela
15), verificou-se para a cultivar TMG115-RR, maior nimero de sementes e massa de
matéria seca de sementes para as plantas ndo inoculadas em relagcdo as inoculadas no
tratamento sem estresse hidrico. Porém, para a massa de 100 sementes foram observados
maiores valores para aquelas provenientes de plantas com nematoides no tratamento sem
estresse hidrico (Tabela 15). A menor massa de 100 sementes nas plantas ndo inoculadas
pode ser devido ao maior numero de sementes nestes tratamentos (51 sementes a mais que
no tratamento com nematoides).

A reducdo no desenvolvimento da parte aérea das plantas e da producdo ¢
conseqiiéncia dos sintomas associados a P. brachyurus, o que inclui a ocorréncia de lesoes
escurecidas ao longo das raizes, provocando atrofiamento das mesmas, chegando a
comprometer a absor¢do de agua e de nutrientes (DINARDO-MIRANDA et al., 2003;
LORDELLO, 1988).

Em trabalhos de campo, também tem sido observado reducdo na massa de
sementes em areas infectadas por nematoides. Silva e Pereira (2003) observaram redugao
de 34 % e de 17 % nas cultivares Tucano e Uirapuru, respectivamente, para as plantas
dentro de areas de reboleira em relagao aquelas localizadas fora.

Para a cultivar M 7908 RR, apesar de ter sido verificada numericamente maior
producdo de vagens, de sementes e maior massa de parte aérea, ndo foram observadas
diferencas entre os tratamentos de popula¢do inicial independentemente do estresse hidrico
(Tabela 15).

Diferente do observado para o experimento com M. javanica, para os tratamentos
de estresse hidrico, observou-se menor numero de vagens, nimero de sementes ¢ massa de
matéria seca de sementes para as plantas do tratamento sem nematoides com estresse
hidrico em relagdo as sem estresse hidrico (Tabela 15) para a cultivar TMG115-RR. Para a
massa de 100 sementes foi observado menor valor para as plantas submetidas ao estresse
hidrico e a inoculagdo de nematoides em relagdo as nao inoculadas. Para a cultivar M 7908
RR foi observado queda no niimero de vagens, nimero de sementes ¢ massa de matéria
seca de sementes nas plantas sem inoculagdo submetidas ao estresse hidrico em relagao as

nao submetidas (Tabela 15).



Tabela 15 - Numero de vagens (NV), nimero de vagens vazias (VV), nimero de sementes por planta (NS), nimero de sementes por vagens (NS/V), massa
de matéria seca de sementes (MS), massa de 100 sementes (M100S) e massa de matéria seca de parte aérea por planta (MPA), em gramas, em
plantas de soja com (C) e sem (S) estrese hidrico, submetidas ou nao a inoculagdo com 7000 nematoides (P. brachyurus)

Cultivar Pop. NV VvV NS NS/V MS M100s MPA
C C S C S C S C S C S C S
TMG- 0 65Aa 74 Aa 2Aa 1Aa 150Ba 184 Aa 22Aa 25Aa 243Ba 29,2 Aa 16,2 Aa 15,9 Ab 199Ba 274 Aa
115RR 7000 63 Aa 57 Aa 1Aa 1 Aa 149 Aa 133 Ab 23Aa 23Aa 23,5Aa 23,9 Ab 15,8Ba 18,1 Aa 20,5 Aa 23,2 Aa
CVv 14,33 77,80 9,07 7,05 8,57 5,53 11,03
M 7908 0 25Ba  35Aa 0Ba 2Aa 55Ba 78 Aa 22Aa 2,1 Aa 11,5Ba 14,9 Aa 20,7 Aa 19,0 Aa 12,1 Aa 15,0 Aa
RR 7000 26 Aa 29 Aa 1Aa 1Aa 60 Aa 62 Aa 23Aa 2,1 Aa 11,5Aa 12,6 Aa 19,3 Aa 204 Aa 11,3Aa 133 Aa
CcvVv 28,76 72,9 18,42 5,74 15,99 11,02 10,77

*Médias seguidas da mesma letra maiuscula nas linhas e mintiscula nas colunas para cada cultivar e avaliacdo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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A partir dos resultados dos testes para avaliar o potencial fisiologico de sementes, foi
observado para a cultivar TMG115-RR no tratamento sem nematoide, maior germinagdo e maior
germinacdo apés o envelhecimento acelerado em relagdo aos tratamentos com nematoides
independentemente do estresse hidrico em que as plantas foram submetidas (Tabela 16). Foi
verificado menor condutividade elétrica apenas para as sementes provenientes de plantas sem
estresse hidrico e sem nematoides em relagdo as estressadas (Tabela 16). A reducdo no potencial
fisiologico de sementes provenientes de plantas com nematoides ndo foi devido a maior
ocorréncia de sementes esverdeadas, visto que ndo houve diferenga na quantidade destas sementes
entre os tratamentos testados para esta cultivar.

Por meio do teste de tetrazolio observou-se maior porcentagem de sementes na classe 1
para as que foram submetidas ao estresse hidrico em relacdo aquelas sem estresse para o
tratamento de inocula¢do de nematoides (Tabela 17). A reducdo da porcentagem de sementes na
classe 1 para este tratamento foi devido ao aumento no niimero de sementes na classe 2 para este
mesmo tratamento (12%) (Tabela 17). Para as avaliagdes por meio do SVIS (Tabela 18) para a
cultivar TMG115-RR, foi possivel observar maior indice de vigor e indice de crescimento nos
tratamentos de plantas inoculadas sem estrese hidrico em relacdo as plantas estressadas. O mesmo
foi verificado para comprimento de plantulas para as sementes provenientes de plantas submetidas
ao estrese hidrico independentemente da populagdo inicial de nematoides.

Para a cultivar M 7908 RR nao foram observadas diferencas marcantes no potencial
fisiologico das sementes entre os tratamentos de nematoides e estresse hidrico quando avaliado
por meio dos testes de potencial fisiologico (Tabela 16) e tetrazolio (Tabela 17). Nas avaliagdes
por meio do SVIS, foi verificado maior indice de vigor e o indice de crescimento para as sementes
provenientes de plantas sem nematoide em relagdo as plantas com nematoides para o mesmo

tratamento sem estresse hidrico (Tabela 18).



Tabela 16 - Teor de agua (TA), germinagdo (G), envelhecimento acelerado (EA) emergéncia de plantulas em areia (EPA) e ocorréncia de
sementes esverdeada (SE), em porcentagem, ¢ condutividade elétrica (CE), em pS cm™ g, de sementes de soja produzidas em
plantas com (C) e sem (S) estresse hidrico, submetidas ou nio a inoculagdo com 7000 nematoides (P. brachyurus)

Cultivar Pop. TA G EA CE EPA SE
C S C S C S C S C S C S
TMG- 0 12,0 11,5 95Aa 97 Aa 99 Aa 98 Aa 41,04 Aa 29,49 Ba 99 Aa 97 Aa 2Aa 2Aa
115RR 7000 10,8 11,9 90 Ab 90 Ab 93 Ab 93 Ab 3332 Aa 35,77 Aa 96 Aa 94 Aa 2Aa 3 Aa
Cv - 3,03 3,06 11,66 3,77 50,84
M 7908 0 9,2 9,8 98 Aa 99 Aa 98 Aa 95 Aa 50,72 Aa 47,67 Aa 99 Aa 96 Aa 9Aa 6Ab
RR 7000 9,0 9,1 100 Aa 96 Aa 98 Aa 98 Aa 46,33 Aa 49.21 Aa 99 Aa 97 Aa 10Aa 12 Aa
Ccv - 2,43 2,92 17,92 2,24 24,34

*Médias seguidas da mesma letra maitiscula nas linhas e mintscula nas colunas para cada cultivar e avaliagdo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 17 - Notas atribuidas as sementes apos avaliagdo pelo teste de tetrazolio, em porcentagem, de sementes produzidas em plantas nao
inoculadas e inoculadas com 7000 nematoides (P. brachyurus) com (C) e sem (S) estresse hidrico. Nota 1: sementes sem danos,
notas 2-3: sementes com danos leves que ndo afetaram o vigor e viabilidade, nota 4-5: sementes com danos severos que afetaram o
vigor e ndo a viabilidade, nota 6: sementes com danos que afetaram a viabilidade e AE: anomalias embrionarias

Cultivar Pop. 1 2-3 4-5 6-U 6-P 6-M AE
C S C S C S C S C S C S C S
T™MG- 0 96 Aa 97 Aa 4Aa 3Ab 0 0 0Aa O0Aa 0 0 0Aa 0Aa 0 0
115RR 7000 96 Aa 88 Ba 1Ba 12 Aa 0 0 2Aa 0OAa 0 0 l1Aa 0Aa 0 0
CcVv 4,70 43,30 - 76,90 - 19,04
M 7908 0 100Aa 96 Aa 0Ab 3 Aa 0Aa 1Aa 0 0 0 0 0 0 0Aa OAa
RR 7000 96 Aa 98 Aa 4Aa 1Ba 0Aa 0Aa 0 0 0 0 0 0 0Aa 1Aa
CVv 3,92 48,55 46,18 - - - 20,99

*Médias seguidas da mesma letra maiuscula nas linhas e minfiscula nas colunas para cada cultivar e avalia¢@o, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 18— Indice de vigor (IV), indice de crescimento (IC), indice de uniformidade (IU) e comprimento de plantula (CP), em cm, avaliados por
meio do SVIS, de sementes de soja produzidas em plantas com (C) ou sem (S) estresse hidrico, submetidas ou ndo a inoculacdo com
7000 nematoides (P. brachyurus)

. v IC 18] CP
Cultivar Pop. C S c S c S c S

0 683,0 Aa 730,0 Aa 599.,5 Aa 671,5 Aa 880,0 Aa 868,5 Aa 5,9 Ba 7,5 Aa

TMG-115RR 7000 642,5 Ba 743,8 Aa 542,5 Ba 688,8 Aa 877,0 Aa  874,3 Aa 5,2Ba 6,6 Aa
CvVv 6,96 6,84 2,85 10,57

0 946,8 Aa 936,3 Aa 967,8 Aa 949,0 Aa 899,3 Aa  908,3 Aa 10,6 Aa 10,0 Aa

M 7908 RR 7000 922,0 Aa 844,5 Ab 934,5 Aa 829,5 Bb 893,8 Aa 881,5 Aa 9,5 Aa 8,4 Aa
CvVv 4,87 6,41 2,62 11,50

*Médias seguidas da mesma letra maitiscula nas linhas e mintscula nas colunas para cada cultivar e avaliagio, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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2.3.3.3 Fluorescéncia de clorofila
2.3.3.3.1 Melodogyne javanica

Os resultados de fluorescéncia de clorofila e de ocorréncia de sementes esverdeadas pelo
método visual estdo apresentados na tabela 19 e 20. Para o experimento com M. javanica, foi
verificado, para a cultivar TMG-115RR, maior porcentagem de sementes na classe 0-400 pA para
as plantas ndao inoculadas em relagdo as inoculadas. As sementes provenientes de plantas
inoculadas com o nematoide tiveram maior fluorescéncia de clorofila nas classes de 400-800 pA,
800-1200 pA e acima de 1200 pA (Tabela 19 e Figura 27). Isso demonstra que, da mesma forma
que verificado com a andlise visual, as sementes de plantas inoculadas mantiveram maior
quantidade de clorofila ao final da maturacdo em comparagdo aquelas de plantas ndo inoculadas.
Esta maior quantidade de clorofila estd associada, também, a reducao no potencial fisioldgico das
sementes da cultivar TMG-115RR inoculadas com M. javanica (Tabelas 11, 12 ¢ 13).

Em relagdo ao estresse hidrico, ndo foi verificado efeito deste na retengdo de clorofila para
a cultivar TMG-115RR no experimento de M. javanica.

Em sementes de cenoura, colhidas durante diferentes estadios de maturagio, foi observado
reducdo no teor total de clorofila durante a maturagao e aumento na germinagao das sementes com
os menores teores de clorofila (STECKEL; GRAY; ROWSE, 1989). Jalink et al. (1998a)
separaram sementes de repolho em trés classes de fluorescéncia de clorofila e verificaram que as
sementes da classe de maior fluorescéncia tiveram menor taxa de germinagdo e menor vigor
(avaliado pelo teste de deterioragdo controlada) em relagdo as sementes com baixa e média
fluorescéncia de clorofila.

A degradacdo de clorofila ou “degreening” é um processo importante por reduzir a
possibilidade da clorofila produzir radicais livres os quais podem causar danos oxidativos, pois,
sabe-se que a deterioragdo de sementes durante o armazenamento tem sido frequentemente
relatada como sendo provocada por radicais livres, os quais causam danos oxidativos as proteinas,
acidos nucléicos e membranas (DE VOS; KRAAK; BINO, 1994; MARCOS FILHO, 2005).

Para a cultivar M 7908 RR, ndo foi observado efeito da presenca do nematoide na
fluorescéncia de clorofila, mesmo que numericamente se tenha observado maior porcentagem de
sementes nas classes 400-800 e 800-1200 de fluorescéncia, nas sementes provenientes de plantas

inoculadas (Tabela 19 e Figura 27). Neste caso foi observado efeito do estresse hidrico; para as



78

plantas submetidas ao estresse ocorreu maior quantidade de sementes com fluorescéncia de
clorofila nas classes de 400-800 pA e 800-1200 pA e menor na classe de 0-400 pA.

Em circunstancias normais, durante a maturacdo das sementes, a enzima clorofilase
degrada a clorofila em sementes de soja. No entanto, em condigdes climaticas de deficiéncia
hidrica as sementes podem amadurecer mais rapido do que o habitual, cessando a atividade da
enzima antes que toda a clorofila tenha sido degradada (BOHNER, 2003). Padua et al. (2009a)
relataram que plantas de soja submetidas a condigdes de estresses hidrico e térmico, com inicio
em Rg, produzem altos indices de sementes esverdeadas, de menores tamanhos € massa, com
elevado teor de clorofila e baixa atividade de clorofilase, sem variacdes de ocorréncia de sementes

verdes nas diferentes partes da planta.

2.3.3.3.2 Pratylenchus brachyurus

Para o experimento de P. brachyurus na cultivar TMG-115RR, foi observado maior
quantidade de sementes com fluorescéncia de 0-400 pA ¢ menor quantidade nas classes de 400-
800 pA e de 800-1200 pA para as plantas nao inoculadas sem estresse hidrico (Tabela 20). Para as
plantas com estresse hidrico ndo foi verificado efeito da presenca de nematoides. Além disso,
também foi observado maior quantidade de sementes na classe de 0-400 e menores nas classes de
400-800pA e 800-1200 pA nas plantas com estresse hidrico em relacdo as sem estresse para as
plantas inoculadas (Tabela 20 e Figura 28).

Em relacdo a cultivar M 7908 RR, foi verificado menor quantidade de sementes na classe
0-400 e maior na classe de 400-800 para as plantas ndo inoculadas com P. brachyurus
independentemente do tratamento de estresse hidrico (Tabela 20 e Figura 28). Para as classes
superiores nao foram verificadas diferencas entre os tratamentos de inoculacdo (Tabela 20).
Quando avaliado o estresse hidrico, verificou-se maior ocorréncia de sementes na classe de 800-
1200 pA para as plantas produzidas sob estresse hidrico para o tratamento de inoculagao de 7000

nematoides (Tabela 20).



Tabela 19 — Ocorréncia de sementes esverdeadas (SEV) e de sementes em diferentes classes de fluorescéncia de clorofila, em porcentagem, para os
tratamentos de plantas de soja com (C) ou sem (S) estresse hidrico, submetidas ou no a inoculagdo com 7000 nematoides (M. javanica)

. SEV 0-400 pA 400-800 pA 800-1200 pA >1200 pA
Cultivar Pop. C S c S c S c S c S
0 0 Ab 1 Ab 81,5 Aa 88,2 Aa 14,9 Ab 8,0 Ab 0,9 Ab 1,8 Ab 2,7 Ab 2,0 Aa
TMG-115RR 7000 9 Aa 10 Aa 54,7 Ab 62,1 Ab 31,3 Aa 27,3 Aa 7,5 Aa 6,2 Aa 6,5 Aa 4.4 Aa
Ccv 66,01 14,62 27,53 47,52 40,92
0 8 Ab 8 Aa 56,3 Ba 78,0 Aa 37,8 Aa 19,7 Ba 4,7 Aa 0,6 Ba 1,3 Aa 2.4 Aa
M 7908 RR 7000 14 Aa 6 Ba 43,5 Ba 67,7 Aa 50,0 Aa 29,3 Ba 5,8 Aa 2,6 Aa 0,8 Aa 0,4 Ab
Ccv 31,38 13,14 19,63 36,25 32,92

*Médias seguidas da mesma letra maiuscula nas linhas e mintiscula nas colunas para cada cultivar e avaliagio, nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 20 — Ocorréncia de sementes esverdeadas (SEV) e de sementes em diferentes classes de fluorescéncia de clorofila, em porcentagem, para
os tratamentos de plantas de soja com (C) ou sem (S) estresse hidrico, submetidas ou ndo a inoculagdao com 7000 nematoides (P.

brachyurus)

. SEV 0-400 pA 400-800 pA 800-1200pA >1200pA
Cultivar Pop. C S C S C S C S C S
TMG-115RR 0 2 Aa 2 Aa 87,3 Aa 87,3 Aa 9,8 Aa 7,9 Ab 0,4 Aa 0,8 Ab 2,6 Aa 4,0 Aa

7000 2 Aa 3 Aa 89,5 Aa 76,0 Bb 7,9 Ba 17,9 Aa 0,8 Ba 1,9 Aa 1,8Aa 4,2 Aa

CV (%) 50,84 6,7 49,37 45,72 63,99
M 7908 RR 0 9Aa  6Ab 64,3 Aa 74,0 Aa 30,1 Ab 23,9 Ab 35Aa 1,6 Aa 2,1Aa 0,7Ba
7000 10Aa 12 Aa 33,2 Bb 53,1 Ab 589 Aa 43,9 Aa 55Aa 1,5Ba 24Aa 1,5 Aa

CV (%) 24,34 10,20 19,99 57,92 35,92

*Médias seguidas da mesma letra maiuscula nas linhas e minfiscula nas colunas para cada cultivar e avaliag@o, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

6L
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Figura 27 - Porcentagem de sementes de soja em cada classe de fluorescéncia de clorofila (em
pA) provenientes de plantas com (C) ou sem (S) estresse hidrico, submetidas ou ndo
a inoculagdo com Meloidogne javanica. 0 - planta sem nematoide, 7000 - planta com
inoculacdo de 7000 nematoides, S — plantas sem estresse hidrico e C — plantas com
estresse hidrico
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Figura 28 - Porcentagem de sementes de soja em cada classe de fluorescéncia de clorofila (em
pA) provenientes de plantas com (C) ou sem (S) estresse hidrico, submetidas ou ndo
a inoculagdo com Pratylenchus brachyurus. 0 - planta sem nematoide, 7000 - planta
com inoculacdo de 7000 nematoides, S — plantas sem estresse hidrico e C — plantas
com estresse hidrico
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2.3.3.4 Citometria de fluxo
2.3.3.4.1 Meloidogyne javanica

Para todos os tratamentos nos dois cultivares, independentemente dos nematoides, os
resultados da citometria de fluxo em eixos embrionarios resultaram em dois picos: um pico maior
no canal de intensidade 50, correspondendo a quantidade de nucleos 2C, e outro entre 70 e 80,
correspondendo aos nucleos 4C (Figura 30). De maneira geral, para as sementes secas, foram
observados picos mais elevados, referentes aos nucleos 4C, nas sementes provenientes de plantas
inoculadas com os nematoides (Figura 30A e Figura 30B). Assim como relatado para sementes
de pimentdo (LANTERI et al., 1993, 1996), foi observado em sementes secas, as quais ainda nao
iniciaram o processo de germinac¢do, maior quantidade de nucleos em processo G; de divisao
celular (2C) e apenas uma porcentagem muito pequena de nticleos na fase G, = 4C (3 % a 6 %).
Por outro lado, para as sementes hidratadas foi observada maior quantidade de nucleos 4C nas
sementes que ndo foram produzidas em plantas com a presenga do nematoide (Figura 30C e 30D).

Na analise de cotilédones, foram observados em todos os casos, independentemente do
tratamento, cultivar e nematoide, um pico maior no canal de intensidade de 50, referente a
porcentagem de nucleos 2C, um pico intermedidrio no canal de intensidade entre 70 e 80,
referente a porcentagem de nucleos 4C e um pico menor no canal de 100, correspondendo aos
nucleos 8C, estes referentes ao processo de endorreduplicagdo que ocorre nas células do tecido
dos cotilédones (Figura 30). De forma semelhante ao verificado no eixo embrionario, foram
observados para as sementes secas, picos mais elevados, referentes aos nucleos 4C e 8C, nas
sementes provenientes de plantas inoculadas com os nematoides (Figuras 30E e 30F). Para as
hidratadas, foi observado maior quantidade de nucleos 4C e 8C nas sementes que ndo foram
produzidas em plantas com a presenca do nematoide (Figuras 30G e 30H).

Na tabela 21 estao apresentados os valores em porcentagem de nucleos celulares 2C, 4C e
8C e arazao 4C+8C/2C de eixo e de cotilédones de sementes secas provenientes de plantas com e
sem nematoides M. javanica, submetidas ou nio ao estresse hidrico.

Para a cultivar TMG-115RR foi observado maior quantidade de nucleos 2C tanto no eixo
embriondrio quanto nos cotilédones das sementes secas de plantas ndo inoculadas em relagao as
inoculadas para o tratamento sem estresse hidrico. Consequentemente, neste mesmo tratamento de
estresse hidrico, foi verificado maior porcentagem de 4C no eixo e nos cotilédones e de nicleo 8C

nos cotilédones para as sementes de plantas inoculadas (Tabela 21). Desta forma, a razdo foi
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maior para o eixo das sementes de plantas inoculadas nos dois tratamentos de estresse hidrico e
para os cotilédones das sementes de plantas inoculadas no tratamento sem estresse hidrico.

Para a cultivar M 7908 RR, na analise de sementes secas, ndo foram verificadas diferencas
na porcentagem de nticleos celulares em cada etapa do processo de divisao celular (Tabela 21).

Em relagdo ao estresse hidrico ndo foram verificadas diferengas na avaliagdo das sementes
secas, independentemente do tecido analisado, da cultivar ou do tratamento de inoculagdo ao qual
as plantas foram submetidas (Tabela 21).

A determinacdo do contetido celular por meio da citometria de fluxo ¢ mais adequada
quando feita com o eixo embriondrio, pois neste tecido estdo presentes os meristemas (ponta da
radicula e plumula) e é onde acontecem as maiores atividades de divisdo celular, tanto no
processo de formacdo das sementes quanto no processo de germinacdo. Para as sementes da
cultivar TMG-115RR, observou-se que a maior razao ocorreu nas sementes de plantas com a
presenca do patogeno. Isso permite concluir que, nestas plantas, o processo de formagao da
semente foi precocemente atingido e ainda existiam nticleos celulares que estavam no processo de
divisdo, os quais foram identificados pela técnica de citometria de fluxo.

Para as sementes hidratadas (Tabela 22), para a cultivar TMG-115RR, foi verificado no
eixo embrionario menor porcentagem de nucleos 2C paras as sementes de plantas ndo inoculadas
nao submetidas ao estresse hidrico e maior porcentagem de nucleos 4C e maior razdo para as
plantas ndo inoculadas independentemente do estresse hidrico. Para o cotilédone foi verificada
maior porcentagem de nucleos 8C para as sementes de plantas ndo inoculadas. Em relacdo ao
tratamento de estresse hidrico, foi verificado reducdo na quantidade de ntcleos 2C para as
sementes de plantas sem estresse hidrico para os dois tratamentos de populacdo de nematoides
(Tabela 22).

Nas sementes hidratadas da cultivar M 7908 RR foi verificado menor porcentagem de
nucleos 2C, maior de nucleos 4C e maior razdo para o eixo embrionario das sementes de plantas
sem a submissdo ao estresse hidrico em relagdo as estressadas (Tabela 22). Para os cotilédones
nao foi verificada nenhuma evidéncia do efeito do nematoide ou do estresse hidrico no processo
de divisao celular.

A analise do contetido celular nas sementes durante a germinagdo permitiu fazer uma
relacdo com o vigor destas. A quantidade de indugdo de sintese de DNA em sementes de baixo

vigor ¢ menor que em sementes mais vigorosas. Isto indica que o declinio na viabilidade de
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sementes ¢ precedido de redugdo na velocidade do metabolismo relacionado a germinagao, o que
inclui a replicagdo de DNA (LANTERI et al., 1997).

Na realidade, o mais importante para se fazer inferéncia em relagdo ao vigor das sementes
¢ o acréscimo na atividade de divisdo celular nos diferentes tratamentos de populacdo de
nematoides e estresse hidrico (Figura 31) e ndo apenas o valor do contetido celular na germinagao.
No geral, para o eixo embriondrio das sementes da cultivar TMG115-RR foi observado maior
razao nas sementes secas ¢ menor durante a germinagdo para aquelas provenientes de plantas com
nematoides em relagdo as nao inoculadas, assim, o acréscimo nestas ¢ bem menor que nas
sementes nao inoculadas (Figura 31). Nos tratamentos sem nematoides o acréscimo na razao
4C/2C foi de 0,071 e 0,060 nos tratamentos sem e com estresse hidrico, respectivamente,
enquanto para os tratamentos com nematoides foi de 0,018 e 0,030 nos tratamentos sem e com
estresse hidrico, respectivamente (Figura 31). O menor acréscimo nas sementes de plantas com o
nematoide ¢ um indicio do efeito negativo da presenca de nematoides na qualidade de sementes
de soja, pois nestes casos as sementes requereram mais tempo para iniciar o processo de divisao
celular e dar continuidade a germinagao.

Para a cultivar M 7908 RR também foi verificada a mesma tendéncia de redugdo no
incremento da razdo 4C/2C em sementes de plantas com nematoides (Figura 31). Porém, neste
caso, observou-se efeito do tratamento de estresse hidrico na redugdo dessa razdo. Quando
comparadas sementes de mesmo tratamento de estresse hidrico, as plantas sem a presenca de
nematoide tiveram um maior incremento na razao 4C/2C em relacdo as plantas ndo inoculadas.

Na Figura 29 esta apresentado um esquema padrdo da razdo 4C/2C em sementes durante a
germinacdo € a maturacdo. Este esquema foi desenvolvido a partir de dados e observacdes em
varios trabalhos (BINO et al., 1993, LANTERI et al., 1993, 1994, 1995, 2000; SLIWINSKA,
1996; SLIWINSKA, 2000, 2003, 2009). Assim, verifica-se que quanto maior for esta razao
durante a maturacao de sementes, mais proximo do inicio estd este processo; portanto, sementes
secas com uma maior relagdo 4C/2C tiveram algum problema durante o processo de maturacao
que fez com que o final deste fosse precocemente alcancado. Por outro lado, para as sementes
embebidas, durante o processo de germinacao, quanto maior a razao 4C/2C mais proximo do final
deste processo estard a semente. Assim, sementes que mais rapidamente atingirem maiores razdes
sd0 sementes mais vigorosas, as quais provavelmente originardo plantulas normais mais

rapidamente.
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Figura 29 - Esquema padrdo da razdo 4C/2C em sementes durante a maturagao e a germinagao

2.3.3.4.2 Pratylenchus brachyurus

Os dados de citometria de fluxo para o experimento de P. brachyurus estao apresentados
nas Tabelas 23 e 24.

Para a cultivar TMG-115RR, em sementes secas, tanto no eixo embrionario quanto nos
cotilédones, ndo foi observada diferenca na razdo entre 4C+8C/2C. Na cultivar M 7908 RR, na
avaliagdo do eixo embrionario, foi observado maior porcentagem de nucleos 2C, menor
porcentagem de nucleos 4C e menor razdo para as sementes provenientes de plantas sem
nematoides, independentemente do tratamento de estresse hidrico (Tabela 23).

Nas sementes hidratadas foi verificado na cultivar TMG-115RR, maior porcentagem de
nucleos 2C, menores de 4C e 8C e menor razdo no eixo embriondrio ¢ nos cotilédones das
sementes de plantas inoculadas com P. brachyurus, demonstrando a redugdo na atividade de
divisdo celular dessas sementes. Na cultivar M 7908 RR foi verificado menor razao 4C+8C/2C
apenas no eixo embrionario de sementes de plantas inoculadas. Nos cotilédones foi verificado
apenas menor quantidade de nucleos 2C nas sementes de plantas ndo inoculadas (Tabela 24).

Para P. brachyurus, quando se avaliou o incremento na atividade de divisdo celular no
eixo embriondrio (Figura 32) entre as sementes secas € as sementes hidratadas, foi observado
maior incremento na razdo 4C/2C nos tratamentos sem nematoides em ambas as cultivares e

ambas as condic¢oes de estresse hidrico.
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Figura 30 - Exemplos de histogramas de analise de nucleos celulares de sementes de soja secas e
hidratadas por meio da citometria de fluxo. Eixo X - intensidade da fluorescéncia —
varia de 0 a 200 com graduacado a cada 10, Eixo Y - nimero de nticleos avaliados - varia
de 0 a 1000 para as sementes secas com graduagdo a cada 40 e de 0 a 250 para as
sementes hidratadas com graduagao a cada 10. A = Eixo embrionario de sementes
produzidas de plantas da cultivar TMG115-RR sem M. javanica e sem estresse hidrico.
B = Eixo embrionario de sementes produzidas de plantas da cultivar TMG115-RR com
M. javanica e com estresse hidrico. C = Eixo embrionario de sementes produzidas de
plantas da cultivar TMG115-RR sem M. javanica e sem estresse hidrico. D = Eixo
embriondrio de sementes produzidas de plantas da cultivar TMG115-RR com M.
javanica e sem estresse hidrico. E = cotilédones de sementes produzidas de plantas da
cultivar TMG115-RR sem P. brachyurus e com estresse hidrico. F = cotilédones de
sementes produzidas de plantas da cultivar TMG115-RR com P. brachyurus e com
estresse hidrico. G = cotilédones de sementes produzidas de plantas da cultivar
TMG115-RR sem P. brachyurus e com estresse hidrico. H = cotilédones de sementes
produzidas de plantas da cultivar TMG115-RR com P. brachyurus e com estresse
hidrico



Tabela 21 — Porcentagem de nucleos celulares em estadio de divisdo 2C, 4C, 8C e relagdo 4C+8C/2C em sementes de soja secas produzidas em
plantas com (C) ou sem (S) estresse hidrico, submetidas ou ndo a inoculagao com 7000 nematoides (M. javanica)

. 2C 4C 8C 4C+8C/2C
Cultivar Parte Pop. C S C S C S c S

Eixo 0 96,4 Aa 96,8 Aa 3,6 Aa 3,2 Ab - - 0,038 Ab 0,033 Ab
7000 95,3 Aa 94,8 Ab 4,7 Aa 5,2 Aa - - 0,049 Aa 0,055 Aa

(04V 1,56 35,87 - 38,41
TMG-115RR Cot 0 73,8 Aa 74,7 Aa 20,5 Ab 20,4 Ab 5,7 Aa 4,9 Aa 0,355 Aa 0,339 Ab
' 7000 71,0 Aa 70,6 Ab 26,3 Aa 27,2 Aa 2,7 Ab 2,2 Ab 0,408 Aa 0,417 Aa

CVv 4,65 12,00 42,72 18,26
Eixo 0 94,2 Aa 949 Aa 5,8 Aa 5,1 Aa - - 0,062 Aa 0,054 Aa
7000 94,7 Aa 95,1 Aa 5,3 Aa 49 Aa - - 0,056 Aa 0,052 Aa

M 7908 RR CVv 1,30 23,42 - 25,05
Cot. 0 76,3 Aa 76,1 Aa 20,0 Aa 19,4 Aa 3,7 Aa 4,4 Aa 0,310 Aa 0,314 Aa
7000 75,8 Aa 75,6 Aa 20,0 Aa 20,4 Aa 4,2 Aa 4,0 Aa 0,319 Aa 0,323 Aa

CvVv 3,57 11,40 30,47 14,91

*Médias seguidas da mesma letra maiuscula nas linhas e mintiscula nas colunas para cada cultivar e avaliacdo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 22 — Porcentagem de nticleos celulares em estadio de divisao 2C, 4C, 8C e relagdo 4C+8C/2C em sementes de soja hidratadas por 16 horas a
25° C, produzidas em plantas com (C) ou sem (S) estresse hidrico, submetidas ou ndo a inoculagao com 7000 nematoides (M. javanica)

. 2C 4C 8C 4C+8C/2C
Cultivar Parte Pop. C S C S C S C S

Eixo 0 91,1 Aa 90,6 Ab 8,9 Aa 9.4 Aa - - 0,098 Aa 0,104 Aa
7000 92,6 Aa 93,2 Aa 7,4 Ab 6,8 Ab - - 0,079 Ab 0,073 Ab

CcVv 1,56 15,39 18,86
TMG-115RR Cot. 0 68,5 Aa 63,0 Ba 24,2 Aa 28,0 Aa 7,3 Aa 9,0 Aa 0,460 Ba 0,588 Aa
7000 68,5 Aa 64,6 Ba 28,0 Aa 30,4 Aa 3,8 Ab 4,9 Ab 0,463 Aa 0,548 Aa

CcVv 5,42 14,09 49,22 16,07
Eixo 0 90,8 Ab 88,2 Bb 9,2 Ba 11,8 Aa - - 0,101 Ba 0,134 Aa
7000 92,5 Aa 91,0 Aa 7,5 Ab 9,0 Ab - - 0,081 Ab 0,099 Ab

M 7908 RR (64Y) 1,55 15,00 16,81
Cot 0 69,9 Aa 68,1 Aa 24,6 Aa 24,6 Aa 5,5Ba 7,3 Aa 0,430 Aa 0,469 Aa
' 7000 68,1 Aa 69,8 Aa 26,5 Aa 25,9 Aa 5,4 Aa 4,3 Ab 0,468 Aa 0,432 Aa

CcVv 4,94 12,41 25,44 15,95

*Médias seguidas da mesma letra maitiscula nas linhas e minascula nas colunas para cada cultivar e avaliacio, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 23 — Porcentagem de nucleos celulares em estadio de divisdo 2C, 4C, 8C e relagdo 4C+8C/2C em sementes de soja secas produzidas em
plantas com (C) ou sem (S) estresse hidrico, submetidas ou ndo a inoculagdo com 7000 nematoides (P. brachyurus)

. 2C 4C 8C 4C+8C/2C
Cultivar Parte Pop. C S C S C S C S

Eixo 0 95,1 Aa 95,5 Aa 4,9 Aa 4.5 Aa - - 0,051 Aa 0,047 Aa
7000 95,1 Aa 95,0 Aa 4,9 Aa 5,0 Aa - - 0,051 Aa 0,053 Aa

CcVv 1,14 22,68 23,98
TMG-115RR Cot. 0 68,9 Aa 67,6 Ab 24,2 Aa 25,0 Aa 6,9 Aa 7.4 Aa 0,451 Aa 0,479 Aa
7000 69,8 Aa 71,0 Aa 25,7 Aa 239 Aa 4,5 Ab 5,2 Ab 0,432 Aa 0,409 Aa

CcVv 4,29 9,38 29,10 15,44
Eixo 0 94,4 Aa 94,0 Aa 5,6 Ab 6,0 Ab - - 0,059 Ab 0,064 Ab
7000 93,0 Ab 92,5 Ab 7,0 Aa 7,5 Aa - - 0,076 Aa 0,081 Aa

M 7908 RR CVv 1,16 16,67 17,87
Cot 0 72,1 Aa 73,5 Aa 22,8 Aa 22,0 Aa 5,0 Aa 4.5 Aa 0,386 Aa 0,359 Aa
' 7000 73,0 Aa 73,7 Aa 21,4 Aa 21,4 Aa 5,5 Aa 4,9 Aa 0,369 Aa 0,357 Aa

CcVv 4,87 13,60 40,12 18,93

*M¢édias seguidas da mesma letra maitiscula nas linhas e mintscula nas colunas para cada cultivar e avaliagdo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 24 — Porcentagem de nucleos celulares em estadio de divisao 2C, 4C, 8C e relagdo 4C+8C/2C em sementes de soja hidratadas por 16 horas
a 25° C, produzidas em plantas com (C) ou sem (S) estresse hidrico, submetidas ou ndo a inoculagdo com 7000 nematoides (P.

brachyurus)
. 2C 4C 8C 4C+8C/2C
Cultivar Parte Pop. c S c S C S c S

Eixo 0 90,8 Ab 91,1 Ab 9,2 Aa 8,9 Aa - - 0,101 Aa 0,098 Aa
7000 92,8 Aa 93,2 Aa 7,2 Ab 6,8 Ab - - 0,078 Ab 0,073 Ab

(04V 1,77 20,30 22,50
TMG-115RR Cot. 0 61,1 Ab 60,6 Ab 27,8 Aa 27,1 Aa 11,1 Aa 12,4 Aa 0,636 Aa 0,651 Aa
7000 66,9 Aa 66,4 Aa 26,1 Aa 25,6 Aa 7,0 Ab 7,9 Ab 0,495 Ab 0,505 Ab

CVv 6,76 10,85 27,20 20,47
Eixo 0 89,0 Aa 89,2 Aa 11,0 Aa 10,8 Aa - - 0,124 Aa 0,121 Aa
7000 90,7 Aa 90,4 Aa 9,3 Ab 9,5 Aa - - 0,103 Ab 0,106 Ab

M 7908 RR CV 1,95 13,81 14,64
Cot. 0 61,6 Ab 62,0 Ab 28,5 Aa 28,3 Aa 9,9 Aa 9,7 Aa 0,622 Aa 0,613 Aa
7000 64,4 Aa 65,1 Aa 26,7 Aa 26,4 Aa 8,9 Aa 8,5 Aa 0,554 Aa 0,537 Aa

(04V 6,00 8,71 29,44 17,42

*Médias seguidas da mesma letra maitiscula nas linhas e minascula nas colunas para cada cultivar e avaliagio, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 31 - Razdo 2C/4C avaliada por meio da citometria de fluxo em eixo embrionario de
sementes de soja provenientes de plantas inoculadas ou ndo com Meloidogyne
javanicas. 0 - planta sem nematoide, 7000 - planta com inoculagao de 7000
nematoides, S — plantas sem estresse hidrico e C — plantas com estresse hidrico
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Figura 32 - Razdo 2C/4C avaliada por meio da citometria de fluxo em eixo embriondrio de
sementes de soja provenientes de plantas inoculadas ou ndo com Pratylenchus
brachyurus. 0 - planta sem nematoide, 7000 - planta com inoculacdo de 7000
nematoides, S — plantas sem estresse hidrico e C — plantas com estresse hidrico
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2.3.4 Consideragoes finais

Com os resultados do experimento I, foi possivel determinar que, independentemente
da populagdo inicial e da espécie de nematoide, houve morte prematura das plantas inoculadas
em relagdo aquelas sem a presenca do patoégeno. Foi verificado, em alguns casos, leve queda
dos parametros de produtividade & medida que se aumentava a populacdo final. Por outro
lado, apesar de ter sido verificada alta multiplicacdo dos nematoides, ndo foram observadas
importantes diferencgas no potencial fisiolégico das sementes e, principalmente, na ocorréncia
de sementes esverdeadas.

A morte prematura verificada nas plantas inoculadas poderia ter sido fator
determinante no favorecimento da ocorréncia de sementes esverdeadas; porém, a utilizagdo da
cultivar Pintado pode ter sido limitante na ocorréncia de sementes esverdeadas por ser
considerada, por algumas empresas, uma cultivar pouco sensivel a este problema.

Apesar de ser pouco sensivel a ocorréncia de sementes esverdedas, optou-se pela
cultivar Pintado no experimento I, devido esta ser muito suscetivel tanto a P. brachyurus
quanto a M. javanica. Dessa forma, para o experimento III, foram selecionados cultivares
suscetiveis (a partir dos resultados do experimento II), dentre os quais as empresas produtoras
de sementes consideram como sendo sensiveis a ocorréncia de sementes esverdeadas.

Além disso, a baixo efeito dos nematoides nas condi¢des em que as plantas foram
submetidas foi determinante para a escolha de uma populagdo inicial mais elevada, utilizada
no experimento III, igual a 7000 nematoides por planta, juntamente com a ocorréncia de
estresse hidrico com o intuito de facilitar o parasitismo; isso foi realizado porque observacoes
de campo mostraram que grandes perdas de producao e interferéncia do desenvolvimento das
plantas podem ocorrer em lavouras sob situagdes que favoregam o parasitismo.

Os resultados obtidos no experimento II demonstraram que todas as cultivares testadas
poderiam ser utilizados no experimento III, porém, de acordo com algumas empresas
produtoras de sementes, as cultivares M 7908 RR, TMG 115 RR e TMG 131 RR sao
consideradas mais sensiveis a ocorréncia de sementes esverdeadas. Dessa forma, foram
escolhidos entre estas trés cultivares, duas que tiveram maiores fatores de reprodugdo para os
dois nematoides, sendo estas o M 7908 RR ¢ o TMG 115 RR.

Os resultados obtidos no experimento III permitem afirmar que a inoculagdo de 7000
espécimes de M. javanica na cultivar TMG-115RR afetou a produgdo em plantas de soja,
levando-se em consideragdo os nimeros de vagens ¢ de sementes, a massa total de sementes e
a massa de matéria seca de parte aérea. Nestas mesmas condi¢des foi verificado menor

potencial fisioldgico para estas sementes, parametro confirmado pelas analises de citometria
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de fluxo. A reducdo do potencial fisioldgico pode ter sido conseqiiéncia da maior ocorréncia
de sementes esverdeadas nos tratamentos de plantas inoculadas. A cultivar M 7908 RR,
quando inoculada com M. javanica também teve queda na produgdo, no potencial fisiologico
das sementes e aumento na ocorréncia de sementes esverdeadas, porém, muito sutil quando
comparado a outra cultivar. Com isso, € possivel concluir que a cultivar TMG-115RR ¢ mais
sensivel a presenca do nematoide nestas condigdes de estudo.

Para os experimentos com P. brachyurus, foi verificada pequena queda na produgédo e
na qualidade das sementes de plantas inoculadas com o nematoide para a cultivar TMG-
115RR. Por outro lado, as analises de fluorescéncia de clorofila e de citometria de fluxo,
permitiram verificar maior ocorréncia de sementes esverdeadas e menor potencial fisiologico
para as sementes de plantas inoculadas com o nematoide. Para a cultivar M 7908 RR, foi
observado desempenho semelhante ao das sementes da cultivar TMG-115RR, com excegao
de que ndo houve diminui¢do na producao destas.

Os testes de fluorescéncia de clorofila e de citometria de fluxo foram muito
importantes para a complementacdo dos resultados da andlise visual de ocorréncia de
sementes esverdeadas e dos testes de determinacdo do potencial fisiologico, respectivamente.

Dessa forma, tem-se que a intensidade da interferéncia de nematoides na producao e
na qualidade de sementes de soja depende entre muitos fatores, da espécie de nematoide, da

populacdo inicial, da cultivar e das condi¢des ambientais a que as plantas foram submetidas.
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3 CONCLUSOES

- A presenga de Meloidogyne javanica e Pratylenchus brachyurus em plantas de soja
provoca a reducdo do ciclo da planta devido exclusivamente a diminui¢do do estadio de
senescéncia. Portanto, a presenga de nematoides provoca a morte prematura em plantas de

soja.

- A intensidade do efeito dos nematoides M. javanica e de P. brachyurus no
desenvolvimento de plantas de soja, na ocorréncia de sementes esverdeadas e no seu
potencial fisioldgico depende da populagdo inicial e da espécie de nematoide, da cultivar e das

condi¢des ambientais em que as plantas sdo submetidas.
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