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Resumo - Tenente, R.C.V,, V. Gonzaga & L. Vilas-Boas. 2007. Avaliacio de diferentes métodos para extragio
de cistos de Heterodera glycines de amostras de sementes de soja.

Exemplares de Hezerodera glycines, o nematdide dos cistos da soja (NCS), podem estar associados as sementes
usadas em intercAmbio de material vegetal e serem disseminados dessa forma para areas ainda indenes. Portanto,
os métodos usados para a extragio de cistos foram aferidos em estudo comparativo, com a finalidade de
melhorar a eficiéncia de detecgio deste nematdide. O ensaio constou de 12 tratamentos, com cinco repeti¢des.
Os métodos usados foram: peneiramento a seco, técnica de Fenwick e flutuagio de cistos, com variagdes de 2,
4, 8, 16 e 25 cistos, misturados a 50 sementes de soja em cada repeti¢io. Como foi verificado, nesse primeiro
experimento, que o método do peneiramento a seco foi o mais eficiente, foi reavaliado num segundo experimento,
variando a quantidade de sementes (50; 100; 200; e 400), infestadas com dois cistos. Ndo houve diferengas
significativas entre os tratamentos, concluindo-se assim que o peneiramento 2 seco é um método que pode ser
recomendado na inspegdo de sementes de soja visando a detecgio de eventuais cistos de H. gheines.

Palavras-chaves: nematéide dos cistos, deteccdo, sementes, Ghiine max.

Summary - Tenente, R.C.V,, V. Gonzaga & L. Vilas-Boas. 2007. Evaluation of different methods of cyst
extraction of Heferodera glycines from soybean seed samples.

Specimens of Heferodera glycines, soybean cyst nematode (SCN), can be associated with soybean seeds used in
plant material exchange and they can be disseminated into free areas. Therefore, the used methods for cyst
extraction were gauged by a comparative study, to improve of the efficiency of nematode detection. This trial
included 12 treatments with five replicates. The used methods were: dry sieving, Fenwick technique and cyst
flotation with 2, 4, 8, 16 and 25 cysts mixed with 50 soybean seeds for each replicate. It was vetified, in the first
experiment, that the dry sieving method was the most efficient and this was re-evaluated in the second experiment,
in which different amount of seeds (50; 100; 200 and 400) infested with two cists were used. There were not
significant differences among treatments, concluding that the dry sieving method is a method that can be
recommend for the detection of H. ghenes cysts on soybean seeds.

Keywords: cysts nematode, detection, seeds, GHine max.

Introdugido

No Brasil, os danos de nematdides a cultura da
soja passaram a receber maior atengio a partir da
detecgao do nematdide de cisto da soja (INCS),
Heterodera glycines Ichinohe, 1952, na safra 1991/92
(Monteiro & Moraes, 1992; Lima e 4/,1992; Lordello
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et al., 1992). A partir de entdo, a sojicultura brasileira
passou a ser seriamente ameagada, devido 4 rapida
disseminagdo deste parasita no pals e is expressivas
redugdes na produgio ocorridas, representadas por
petdas que variam de 4,8 % a 11 % (Silva ef 4/, 2003).
A variabilidade genética entre populagées do NCS
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constitui uma das principais dificuldades no controle
desse parasita, devendo, necessariamente, ser
identificado através de hospedeiros diferenciais e de
técnicas moleculares.

O NCS esta presente na maioria dos estados
brasileiros produtores de soja. Das 16 racas de H.
Ghyeines ja relatadas, no Brasil ja foram detectadas onze,
asaber:raga 1,2,3,4,4%,5,6,9,10,14 ¢ 14" (Noel e
al., 1994; Wain & Silva, 1996; Dias et 4/, 2007).
Contudo, apenas em MS, MT e GO existem muitas
ragas desse nematdide (Dias e 4/, 2007). O
desenvolvimento de uma nova cultivar resistente a esse
nematodide pode, em certos casos, ficar comprometido
caso uma nova raga esteja presente na area. Contudo,
essa determinacido de raga pelo método tradicional é
impraticavel, por demandar grande espago em casa-
de-vegetagio e laboratério, bem como maior periodo
de tempo e mais mio de obra. Portanto, faz-se
necessario o aprimoramento dos métodos de detecgio
dos cistos, uma vez que o intercimbio de germoplasma
vegetal no Brasil desempenha importante papel no
incremento da variabilidade genética de plantas, junto
aos programas de melhoramento genético. A
introdugdo desse material podera ocasionar a entrada
no pafs de novas racas de I ghanes de importincia
econdmica e quarentendria. Além das ragas de I
ghycines que ndo existem no Brasil, ha outras espécies
de nematdides de cistos que podem acompanhar as
sementes de soja, tais como H. egjani (Kundu & Mishra,
1993); H. goettingiana; H. ciceri e H. schachtii (Goodey ef
al., 1965). Para minimizar tais riscos, faz-se necessario
langar mio de medidas quarentenirias que incluam as
andlises fitossanitarias, através de mérodos acurados
e eficientes.

A extracdo de cistos de Heterodera pode ser feita
com eficiéncia com a flutuagdo dos cistos em idgua e
recuperagio em peneira de 100 um de malha, suficiente
para capturar cistos pequenos como os de H. #rfoli
(Hooper ¢# al., 2005). Alternativamente, a suspensio
oriunda da flutuagio dos cistos pode ser passada em
papel de filtro colocado em um funil, onde 2 dgua da
suspensio ¢ drenada e o papel umido é examinado
para presenca de cistos (Shepherd, 1986).

Outro método usado na extracdo de cistos é o de
Fenwick (1940), que passou por modificagdes como

relatado por Oostenbrink (1960). Entretanto, segundo

Riggs et al. (1997), a flutuacio combinada com o
peneiramento € muito mais eficiente. Mas Hooper ez
al. (2005) alertaram que os cistos recuperados por esse
método poderiam conter ovos que nio sobreviveriam
a dessecagdo e isto seria um problema para usi-los
em experimentos de bioensaio. Como o principal
propésito do presente trabalho é a detecgdo de cistos
com maior eficiéncia e sabe-se que mesmo os cistos
vazios recuperados permitem a identificacio da espécie
pelo padrao perineal dos mesmos, tal desvantagem
deixa de ter maior relevincia.

Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo
comparar a eficiéncia de trés métodos de extracio de
cistos de H. glycines, bem como avaliar o método do
peneiramento a seco na recuperacido de cistos, em

relagdo a diferentes quantidades de sementes de soja.

Material e Métodos

Primeiro experimento. O ensaio constou de 15
tratamentos, com cinco repetigdes, comparando-se
trés métodos e utilizando-se variacbes nos numeros
de cistos iniciais. Os métodos usados foram:
peneiramento a seco (Gonzaga ef 4/, 2000; Tenente e7
al., 2000); elutriador de Fenwick (Zuckerman et a/.,
1990); flutuagdo de cistos (Carvalho e 4/, 1953); com
as varia¢oes de 2, 4, 8, 16 e 25 cistos misturados a 50
sementes de soja (cultivar Cristalina) por repeti¢io.
Os cistos de H. ghenes utilizados neste trabalho foram
fornecidos pela Embrapa Soja.

Os procedimentos referentes aos tratamentos estao
descritos a seguir: a) peneiramento a seco (Iigura
1): primeiramente, colocaram-se as sementes
infestadas sobre uma tela de metal de 2 mm de
porosidade, que substituiu o fundo de uma caixa tipo
gerbox de plastico, medindo 11 x 11 c¢m, sobreposta a
uma tampa desta caixa. Entre a tela de metal e a tampa
da caixa gerbox, colocou-se papel mata borrio
umedecido. Em seguida, agitou-se manualmente a
caixa gerbox por aproximadamente um minuto, para
permitir a passagem dos cistos pelos poros da tela,
ficando esses retidos no papel umedecido. Em seguida,
as amostras foram analisadas sob estereoscépio, para
contagem dos cistos recuperados. b) elutriador de
Fenwick (Figura 2): colocaram-se as sementes
infestadas em uma peneira de 2 mm de porosidade

sobre o elutriador de Fenwick e procedeu-se a
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Figura 1 - Peneiramento a seco: A) materiais para extragdo de cistos (a - gerbox com sementes,b- tela de retengio das sementes,c-
tampa da gerbox com papel de filtro,d- tampa com o papel de filtro apés peneiramento); B) vista da montagem do método de extragio
de cistos.

Figura2 - Extragio de cistos pelo método de Fenwick: A) materiais usados na extragio [ a -peneira (2 mm de porosidade), b- aparelho
de Fenwick, ¢- peneira (0,149 mm de porosidade) posicionada na base do aparelho; B) foto aproximada da lavagem do material com
uso do chuveiro.

Figura3 - Flutuagio de Cistos:A) materiais usados na extragio (a- baldo de vidro,b-. agitador); B) foto da tiltima etapa da extragio,
com uso da pisseta para completar o volume do balio.
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sucessivas lavagens, com jato de dgua de torneira,
através de um chuveiro. Os cistos foram recolhidos
em uma peneira de 0,149 mm de porosidade,
posicionada na base do aparelho. A seguir, colocou-
se o matetial coletado em caixa gerbox de plastico (11
x 11 cm), contendo papel de filtro umedecido, e
observou-se diretamente ao estereoscopio, para
verificar a presenca de cistos. b) flutuag@o de cistos
(Figura 3): cada amostra de sementes infestadas foi
colocada em um balzo de vidro de fundo chato, de
capacidade de 1 litro, contendo 500 ml de agua
destilada, e levada ao agitador de Kline (Fanem modelo
256) por 10 minutos. A seguir, adicionou-se uma
solugdo de sacarose (500g de sacarose/ litro de dgua)
mais Separan, um floculante, na concentragio de 12,5
ppm até a parte inferior do gargalo do balio de vidro,
e agitou-se por mais 10 minutos. Em seguida,
completou-se o volume com a solugio de sacarose
até o inicio do gargalo do balio. Deixou-se em repouso
por mais 10 minutos. O volume total do baldo foi
completado com agua destilada, utilizando-se uma
pisseta. Verteu-se entdo, de forma continua, um terco
dessa suspensio em funil de Buckener, contendo uma
folha de papel de filtro. Preparou-se mais de um funil
para cada amostra, para evitar o transbordamento da
solugdo e conseqiientemente perda de material, pois
pode ocorrer o entupimento do funil devido
principalmente aos fragmentos das sementes. O papel
de filtro foi retirado ainda molhado, apés escorrimento
de toda a solugdo. A seguir, 0 mesmo foi examinado
a0 estereoscOpio para verificar a presenca de cistos.
Segundo experimento. O método usado neste

experimento foi o do peneiramento a seco, descrito

anteriormente, variando-se o nimero de sementes de
soja por repeticio: 50 (padrio), 100, 200 e 400,
misturadas a dois cistos de H. ghanes, com cinco
repeti¢des, por tratamento. Apds a execu¢io dos
métodos, as amostras foram analisadas sob
estereoscopio e determinou-se o numero de cistos
recuperados, separadamente para cada repetigdo e cada
tratamento (nimero diferenciado de sementes).
Analise dos dados. Foram feitas andlises
estatisticas para ambos os experimentos, sendo que
no primeiro somente foi realizada a comparac¢do do
numero de cistos iniciais na infestacio das sementes.
No segundo experimento, foi feita a andlise de
variincia, com a comparagio das médias, segundo o
teste de Dunnet, que comparou cada tratamento com

o padrio (50 sementes).

Resultados e Discussio

Os resultados do primeiro experimento
encontram-se na Tabela 1. O método do peneiramento
a seco foi o mais eficiente, com 100% de recuperagio,
quando se utilizaram dois e quatro cistos na infestagio
inicial. Entretanto, quando se aumentou o ndmero
inicial de cistos, mantendo-se a mesma quantidade de
sementes, a eficiéncia do método caiu gradativamente,
com variagio de reducdo de 2,5 a 40 %, para
infestagdes iniciais de 8 e 25 cistos, respectivamente.

Os métodos de Fenwick e de flutuacio de cistos
apresentaram baixa eficiéncia na recuperagio dos
cistos, quando se utilizaram na infestagdo inicial das
sementes as quantidades de 16 e 25 cistos (Tabela 1).

Observou-se que a eficiéncia dos métodos foi

menor 2 medida que se aumentou o nimero inicial de

Tabela 1 - Percentagem de cistos de Heferodera glycines recuperados em 50 sementes de soja cv. Cristalina utilizando-se trés métodos de

extragao.
Nimero de Peneiramento
cistos inoculados a seco
2 100
4 100
8 97
16 91
25 60

*Meédia de cinco repetigdes.

Técnica
de Fenwick

Flutuagio de
cistos (baldo)

Cistos recuperados (%0)*

80 90

100 85
92 80
28 32
50 5
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Tabela 2 - Namero de cistos de Heterodera glycines recuperados de sementes de soja cv. Cristalina utilizando-se o método do peneiramento

a $€CO.

Nuamero de sementes

50 2
100 2
200 2
400 2

Numero de cistos inoculados

Numero de cistos recuperados®

1,8a
2,0a
1,8a
1,82

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste de Dunnet.

cistos por lote de sementes, sendo que o peneiramento
a seco apresentou uma reducio menos acentuada na
recuperacio dos cistos, quando comparado aos outros
dois métodos. Verificou-se uma alta eficiéncia para
qualquer dos métodos utilizados nas analises de
sementes de soja, principalmente quando o nimero
de cistos por amostra foi menot, 2 ou 4 cistos iniciais.
Contudo, pode-se recomendar a utilizagao do método
do peneiramento a seco para deteccio de cistos de H.
glycines, pois este método demonstrou maior
percentagem de recuperagio independente do mimero
de cistos associados as sementes de soja.

Foi realizada uma analise geral, para os trés
métodos estudados, de comparagdo entre nimeros de
cistos iniciais. Os resultados em sua maioria, foram
altamente significativos, fazendo excec¢io a
comparagio de 16 x 8 cistos e/ ou vice versa, 8 x 16
cistos. Portanto, o namero inicial de cistos associados
a um lote de sementes foi significativo
independentemente do método usado para extragio.

No segundo experimento, verificou-se que o
método do peneiramento a seco foi altamente eficiente
na recuperagio dos cistos em todos os tratamentos,
independente da quantidade de sementes utilizadas,
nio ocorrendo diferengas significativas (probabilidade
de erro de 1 %) entre os tratamentos (Tabela 2).

Portanto, os resultados destes experimentos
concordam com os de relatos anteriores (Riggs e 4/,
1997; Hooper ¢t al, 2005) mostrando que o
peneiramento é um dos mais eficientes métodos para
extracio de cistos. Ainda, os resultados deste trabalho
mostraram que os métodos usados para extragdo de
cistos do solo, como mencionados por Shepherd
(1986); Fenwick (1940) e Oostenbrink (1960), podem
ser usados na extragio de cistos aderentes as sementes
de soja, com eficiéncia significativa na recuperagio dos

mesmos.
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