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RESUMO

Avaliacdo de indutores de resisténcia bidtico, abidtico e extratos vegetais no controle de
Meloidogyne incognita em tomateiro

No Brasil o tomate é uma das espécies de hortalicas de grande importancia tanto no ponto de
vista econdmico quanto social, no entanto varios fatores sdo limitantes para sua producédo
como exemplo as doengas causadas por fitonematoides principalmente as espécies do género
Meloidogyne que inviabilizam a producdo nas areas infestadas. Buscando novas medidas de
protecdo e controle de doencas de plantas a inducao de resisténcia é uma alternativa haja vista
que pouca atencdo tem sido direcionada a possibilidade de inducdo de resisténcia a patdégenos
do sistema radicular como os fitonematoides. Assim este trabalho teve como objetivo verificar
a eficacia do indutor quimico acibenzolar-S-metil, do indutor bidtico Bacillus cereus e de
extratos vegetais de alecrim (Rosmarinus officinalis) e circuma (Curcuma longa) na indugéo
de resisténcia em tomateiros suscetivel e resistente infectados com Meloidogyne incognita
raca 3. Foram conduzidos dois experimentos simultaneamente ambos seguiram 0 esquema
fatorial 2 x 6 com dois gendtipos de tomateiro um suscetivel a M. incognita (Santa Clara) e
um resistente (lvety) e seis tratamentos: ASM (125 mg i.a L™), Bacillus cereus (6.10" UFC
mL™), alecrim 10%, circuma 10%, 4gua e uma testemunha absoluta (sem inéculo e sem
pulverizacdo na parte aérea), com cinco repeti¢cbes. Cada vaso, com capacidade para 2 L,
foram preenchidos com a mistura de solo, areia e composto organico previamente
autoclavados e homogeneizados na propor¢do 2:2:1 e para cada vaso foram transplantados
trés mudas de tomateiro suscetivel e resistente. Os tratamentos foram pulverizados na parte
aérea dos tomateiros em todos 0s vasos com excecdo da testemunha absoluta. As 72 h apds a
primeira aplicagdo dos tratamentos foi realizada a inoculacéo de 407/100 cm?® de J2 e ovos por
vaso. No primeiro experimento, utilizando amostras destrutivas de tomateiros tratados e
inoculados com M. incognita foram determinadas a resposta dos dois genotipos aos
tratamentos aplicados para a atividade enzimatica das enzimas peroxidase, polifenoloxidase,
quitinase, B-1,3 glucanase e fenilalanina amonia-liase a partir do macerado homogeneizado
das raizes dos tomateiros para o tempo de coleta O h, 24 h, 48 h, 96 h e 120 h ap6s a aplicacéo
dos tratamentos. No segundo experimento, as variaveis analisadas para determinar o efeito
dos tratamentos sobre a populacdo do nematoide foram o nimero de galhas, juvenis e ovos
presentes no solo realizado aos 56 dias apos a primeira aplicacdo dos tratamentos que foram
reaplicados a cada sete dias durante este periodo. A partir dos resultados obtidos concluiu-se
que houve uma reducdo no numero de galhas no sistema radicular dos tomateiros néo
apresentando diferenga entre os dois gendtipos para as plantas que receberam os tratamentos
com acibenzolar-S-metil, circuma, alecrim e Bacillus cereus. Houve uma reducdo na
formacdo de galhas na cultivar suscetivel, confirmando seu potencial na protecdo dos
gendtipos utilizados contra o ataque do M. incognita. Para a atividade enzimatica a peroxidase
foi a enzima que esteve fortemente associada a resisténcia com a atividade superior no
gendtipo resistente em relacdo ao suscetivel independentemente do tratamento indutor. No
tomateiro suscetivel o B. cereus destacou-se na inducdo de peroxidase e quitinase enquanto
que para o tomateiro resistente o alecrim induziu peroxidase e polifenoloxidase e 0s extratos
de alecrim e cdrcuma induziram a enzima quitinase para o gendtipo suscetivel.

Palavras-chave: Curcuma longa, Rosmarinus officinalis, Bacillus cereus, acibenzolar-S-metil,
peroxidase, polifenoloxidase, fenilalanina amonia-liase, quitinase, 3-1,3-glucanase, controle
bioldgico, inducéo de resisténcia, Solanum lycopersicum L.



ABSTRACT

Evaluation of resistance inductors biotic, abiotic and plant extracts for the control of
Meloidogyne incognita on tomato plants

In Brazil, the tomato is one of the vegetable species of great importance both economically
and socially, however several factors are limiting its production as an example the diseases
caused by nematodes of the genus Meloidogyne that limit the production in infested areas.
Seeking new measures of protection and control of plant disease induced resistance is an
alternative considerering that little attention has been directed to the possibility of induced
resistance to root pathogens like nematodes. Therefore, this study aimed to verify the
effectiveness of the chemical inducer acibenzolar-S-methyl, the biotic inductor Bacillus
cereus and plant extracts of rosemary (Rosmarinus officinalis) and turmeric (Curcuma longa)
in the induced resistance in susceptible and resistant tomato in plants infected with
Meloidogyne incognita race 3. Two experiments were conducted simultaneously both
followed the 2 x 6 factorial design with two tomato genotypes, one susceptible to M.
incognita (Santa Clara) and a resistant (Ivety) and six treatments: ASM (125 mg i.a L™),
Bacillus cereus (6.10" CFU mL™), rosemary 10%, turmeric 10%, water and a control (no
inoculum and no spraying in the aerial part), with five replicates. Each vase with a capacity of
2 L, were filled with a mixture of soil, sand and compost previously autoclaved and
homogenized in the ratio 2:2:1 and were transplanted to each one three tomato seedlings
susceptible and resistant. The treatments were sprayed in the aerial part in tomato plants in all
vases except the absolute control. At 72 h after the first application of treatments was carried
out the inoculation of 407/100 cm?® of J2 and eggs per vase. In the first experiment, using
destructive samples of tomato treated and inoculated with M. incognita were determined the
response of both genotypes to the treatments applied to the enzymatic activity of peroxidase,
polyphenol oxidase, chitinase, -1,3 glucanase and phenylalanine ammonia-lyase from roots
of tomato plants that were macerated and homogenized to withdrawals in time 0 h, 24 h, 48 h,
96 h and 120 h after the first application of the treatments. In the second experiment, the
variables analyzed to determine the effect of treatments on nematode population were the
number of root-knots, juveniles and eggs in the soil accomplished at 56 days after the first
application of the treatments that were reapplied every seven days during this period. From
the results obtained it was concluded that there was a reduction in the number of root-knots in
the roots of tomato plants showing no difference between the two genotypes for plants that
received the treatments with acibenzolar-S-methyl, turmeric, rosemary and B. cereus. There
was a reduction in the formation of root-knots in susceptible cultivar, confirming their
potential in protecting the genotypes used against the attack of M. incognita. For the
enzimatic activity peroxidase was the enzyme strongly associated with resistance with the
highest activity in resistant genotype if compared to susceptible regardless of inducer
treatment. In susceptible tomato B. cereus stood out in the induction of chitinase and
peroxidase whereas for the resistant tomato rosemary induced peroxidase and polyphenol
oxidase and rosemary extracts and turmeric induced chitinase enzyme to the susceptible
genotype.

Keywords: Curcuma longa, Rosmarinus officinalis, Bacillus cereus, acibenzolar-S-methyl,
peroxidase, phenylalanine ammonia-lyase, poliphenoloxidases, B-1,3-glucanase, chitinase,
biological control, induction of resistance, Solanum lycopersicum L.
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1 INTRODUCAO

O tomate (Solanum lycopersicum L.) (sin.: Licopersicon esculentum Mill.) é uma das
culturas mais comuns do mundo, considerado de importancia comercial para pequenos
agricultores e agricultores comerciais de média escala (NAIKA et al., 2006).

No Brasil € uma das espécies de hortalicas de grande importancia tanto do ponto de
vista econdémico quanto social, pelo volume de producdo e pela geragdo de empregos
(MAKISHIMA e MELO, 2005).

Vérios fatores sdo limitantes para a producdo de tomate no Brasil, destacando as
doencas de natureza bidtica como os principais. As doencas causadas por fitonematoides tém
ocasionado uma reducdo drastica da producdo, prejuizo provocado principalmente pela
incidéncia de Meloidogyne spp. nas areas de cultivo, inviabilizando a producdo nas areas
infestadas. Com o advento da agricultura organica no mundo e inclusive no Brasil é
necessario buscar alternativas viaveis e eficazes para seu controle.

As principais espécies do género Meloidogyne que atacam o tomateiro sao
Meloidogyne javanica (Treub) e Meloidogyne incognita (Kofoid e White) Chitwood
(CAMPQOS, 1999).

Os principais métodos de controle recomendados para estes fitonematoides sdo o0 uso
de nematicidas, rotacdo de culturas e utilizacdo de variedades resistentes. Os nematicidas,
além de onerosos, causam danos ao meio ambiente, sdo prejudiciais a salde humana e aos
organismos existentes no solo. A utilizagdo de variedades resistentes aliado a rotacdo de
culturas é recomendada.

Buscando-se novas medidas de protecdo e controle de doencas de plantas que néo
ocasionem efeitos negativos para o meio ambiente e o0 homem, o controle alternativo de
doencas de plantas é interessante, no qual se incluem o controle bioldgico e a indugdo de
resisténcia, que busca ativar os mecanismos de defesa vegetal por meio da aplicagdo de algum
agente indutor.

A maioria dos trabalhos de inducéo de resisténcia relaciona-se comumente as doencas
foliares. Pouca atencdo tem sido direcionada a possibilidade de inducdo de resisténcia a
patdgenos do sistema radicular como os fitonematoides.

Contudo, alguns trabalhos tém comprovado o aumento da resisténcia de plantas a

nematoides em diferentes patossistemas com a aplicacdo de indutores quimicos. Desta forma,
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os ativadores de resisténcia podem se constituir em uma opcdo de manejo para 0S

fitonematoides.

1.1 Objetivos Gerais

O presente trabalho teve como objetivo verificar a eficacia de um indutor abiotico
(acibenzolar-S-metil), de um indutor bidtico (Bacillus cereus) e de extratos vegetais de
alecrim (Rosmarinus officinalis) e circuma (Curcuma longa) na inducdo de resisténcia em

tomateiros suscetivel e resistente infectados com Meloidogyne incognita raca 3.

1.1.1 Objetivos especificos

- Verificar a eficicia dos tratamentos aplicados no genétipo resistente e suscetivel de
tomateiro para o controle de M. incognita atraves da quantificacdo do nimero de juvenis de
segundo estadio e ovos presentes nas amostragens de solo e a contagem do namero de galhas
presentes no sistema radicular;

- Determinacéo da resposta dos genotipos aos tratamentos aplicados para a atividade
enzimatica das enzimas peroxidase, polifenoloxidase, quitinase, 3-1,3 glucanase e fenilalanina

amonia-liase.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Cultura Do Tomate

2.1.1 Caracteristicas gerais do tomateiro

Segundo Jones (2008) o tomate pertence ao género Solanum, familia Solanaceae, e
apresenta a seguinte classificacéo cientifica:
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionia
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Subclasse: Asteridae
Ordem: Solanales
Familia: Solaneceae
Género: Solanum
Espécie: Solanum lycopersicum L.

O tomateiro € uma planta herbacea, desenvolve-se geralmente em regides de clima
temperado. Quanto ao habito de crescimento os tomates cultivados sdo divididos em dois
tipos: indeterminado e determinado. Em cultivares de crescimento determinado geralmente o
amadurecimento dos frutos ocorre mais cedo que 0s tomateiros que possuem o habito de
crescimento indeterminado. A planta produz continuamente trés nos; entre cada
inflorescéncia, embora que algumas variedades melhoradas podem apresentar menos de trés
nos, possui um caule que termina em uma inflorescéncia e a colheita de seus frutos pode ser
realizada de forma manual ou mecanizada (JONES, 2008).

A maioria dos tomates cultivados sdo hibridos, resultado do melhoramento e
desenvolvimento de algumas plantas com caracteristicas de resisténcia ao estresse, ataque de
alguns insetos pragas e doengas e também quanto a qualidade dos frutos como tamanho,
forma, cor, firmeza e tempo de vida na prateleira (ATHERTON e RUDICH, 1986).
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O tomateiro frequentemente € utilizado como uma planta teste para estudos
fisioldgicos, porque é relativamente de facil crescimento e possui de moderada a alta

exigéncia por nutrientes (JONES, 2008).

2.1.2 Importancia econémica da cultura

Segundo JONES (2008) a histéria do tomate é contada em dois continentes: na
América (Sul e Norte) e na Europa.

Acredita-se que o tomate cultivado é proveniente do tomate cereja Lycopersicon
esculentum var. cerasiforme, que é selvagem no Peru, Equador e em algumas regides da
ameérica tropical. Provavelmente foi domesticada pela primeira vez no México e na metade do
século 16 foi introduzida na Europa pelos espanhois (PRANCE e NESBITT, 2005), pois as
primeiras sementes foram trazidas por Hernando Cortez do México ap6s tomar a Cidade do
México em 1519 (JONES, 2008). Mais tarde foi disseminada da Europa para a Asia
meridional e oriental, Africa e Oriente Médio.

Mundialmente € a segunda solanacea mais cultivada sendo a China o maior produtor
seguido pelos Estados Unidos e india. O Brasil € o maior produtor da América Latina e ocupa
0 nono lugar dos paises produtores de tomate no mundo (FAO, 2010).

A producdo média nacional € de 3,7 milhdes de toneladas com um rendimento médio
de 62.470 Kg ha™, com o valor de producéo (produtor) nacional de 2.614,3 milhdes de reais e
uma méo de obra de 280,5 milhdes de reais (FAO, 2010; IBGE, 2011).

A regido Sul do Brasil possui uma area cultivada de 11.000 ha com produgéo de
659.030 t e um rendimento médio de 59.912 Kg ha™. O Estado do Parana possui uma area
cultivada de 5.928 ha, producdo de 373.509 t e um rendimento médio de 63.008 Kg ha™
(IBGE, 2011).

O tomateiro é considerado uma cultura de elevado risco econémico (LUZ et al., 2007)
exigindo diversos tratos culturais, pois o investimento com fertilizantes, agroquimicos e
sementes para sua producdo em escala nacional é de 283,3; 293,7 e 96,2 milhdes de reais,
respectivamente (IBGE, 2011), além de ser suscetivel a pragas e doencas.

Segundo Jones (2008) a producdo comercial de tomates nas regides tropicais tem
como desafio a obtencao de variedades que podem resistir a temperaturas elevadas, doencas e

a pressao exercida pelos insetos pragas da cultura.
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Objetivando a producédo de alimentos saudaveis e que 0 manejo para producdo cause
menor impacto ambiental com menor custo de producdo, a agricultura organica € uma
alternativa para os agricultores.

Na agricultura organica a reducdo do ataque de organismos prejudiciais ao
desenvolvimento da planta é realizada através do uso de receitas caseiras, preparadas a base
de extratos naturais pouco ou nada agressivos ao meio ambiente (SOUZA, 1998).

Entretanto, a cultura do tomateiro é hospedeira de diversas espécies de nematoides. O
nivel de dano provocado pelos nematoides varia conforme a espécie e suscetibilidade da
planta. Na busca de alternativas para o controle de fitonematoides nematicidas naturais tém

sido procurados pelos pesquisadores para substituir as moléculas quimicas utilizadas.

2.2 Nematoides

2.2.1 Caracteristicas gerais

Os nematoides sdo invertebrados, pseudocelomados e pertencentes ao reino Animal
(Animalia) filo Nemata ou Nematoda. Podem ser encontrados na agua, no solo, matéria
organica em decomposicao, de vida livre ou parasitando animais e plantas (DECREAMER e
HUNT, 2006). Sdo comumente encontrados na regido da rizosfera da planta, mas algumas
espécies podem parasitar outras partes da planta como folhas ou sementes (FERRAZ et al.,
2010), e segundo Hussey et al. (1994) sdo os parasitas mais bem sucedidos da natureza devido
a sua complexidade aparente, pelo desenvolvimento de um elaborado sitio de alimentagéo
dentro das raizes das plantas hospedeiras considerado o mais avangado evolutivamente.

Dos nematoides que se tem conhecimento, 99% das espécies tém um corpo longo, fino
e com a forma cilindrica, sua cauda pode ser curta ou longa diferindo de acordo com seu
estagio de desenvolvimento e o sexo. O corpo apresenta uma simetria bilateral, a parte
anterior e posterior possui uma simetria radial. A parede do corpo é constituida por uma
cuticula, epiderme e uma musculatura somatica. Externamente, o corpo mostra pequena
diferenciacdo entre as se¢fes, mas pode ser dividido em dorsal, ventral e duas secdes laterais
(DECREAMER e HUNT, 2006).
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Os nematoides parasitas de plantas apresentam a regido labial achatada e indivisa e
como principal caracteristica, a presenca do estilete, que auxilia no parasitismo das plantas,
cujo comprimento pode variar de 10 a 25 pum (KARSSEN e MOENS, 2006).

H& dois tipos de estiletes, o odontoestilete (estrutura caniculada com a extremidade
anterior cortada em bisel), e o estomatoestilete (constituido por trés partes a anterior conica,
uma haste e uma porcao basal) (FERRAZ e MONTEIRO, 2011). Quanto ao tamanho de seu
corpo pode apresentar um comprimento variavel de 300 a 1.000 um (alguns podem atingir até
quatro milimetros) e uma espessura que pode variar entre 15 a 35 um (AGRIQOS, 2005).

Algumas espécies de nematoides sdo microfagos, alimentando-se de pequenos
microrganismos, enquanto outros sdo saprofagos nutrindo-se da matéria organica. Muitas
espécies de nematoides sdo fitdfagos e alimentam-se diretamente das plantas, enquanto que
outros séo onivoros ou predadores. Considerando os diversos tipos de parasitismo existentes
0s nematoides podem ser: (a) ectoparasitas, (b) endoparasitas e (c) semi-endoparasitas. Os
nematoides ectoparasitas sdo de vida livre, vivem no solo e ndo penetram o tecido da planta,
alimentam-se usando o estilete para furar as células da mesma. Os endoparasitas para se
alimentar penetram no tecido da raiz, como exemplo tem-se 0s endoparasitas migradores
como o Pratylenchus e Radopholus que ndo possuem um sitio de alimentagéo fixo migrando
no tecido da planta. Ja os endoparasitas sedentarios também possuem uma fase em que séo
migradores, mas isto ocorre antes de estabelecerem o sitio de alimentagdo como acontece com
0s nematoides do cisto e de galhas cuja fase de juvenil de segundo estagio (J2) e 0 macho sdo
migradores. Nos semi-endoparasitas somente a parte anterior do nematoide penetra a raiz e a
parte posterior fica no solo (DECREAMER e HUNT, 2006).

Os grupos de nematoides de interesse agronémico pertencem a classe Chromadorea,
concentrando-se especialmente na ordem Rhabditida, subordem Tylenchina (FERRAZ e
MONTEIRO, 2011) como, por exemplo, os nematoides do género Meloidogyne.

2.2.2 Género Meloidogyne Goldi, 1892

O primeiro relato sobre os nematoides de galhas foi realizado por Miles Joseph
Berkeley em 1855 em pepino. Apoés a sua descoberta, somente em 1887 o género foi nomeado
pelo sueco Emil August Goldi como Meloidogyne, sendo proposto e descrito quando

encontrou galhas em raizes de cafeeiro no estado do Rio de Janeiro no Brasil, identificando-as
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como Meloidogyne exigua Goldi. Desde entdo na literatura a data da publicacdo da descrigédo
de Goldi varia entre os anos de 1887 ou 1892 (HUNT e HANDOO, 2009).

Os nematoides de galhas pertencem ao género Meloidogyne (Goldi, 1892), palavra do
do grego que significa ‘fémea em forma de maca’. Sao polifagos, parasitas obrigatorios ¢ de
grande importancia econdémica. Alimentam-se modificando as células das plantas dentro das
raizes as quais sdo induzidas, causando hipertrofia e hiperplasia formando as células gigantes
e originando as galhas (MOENS et al., 2009).

Segundo Decreamer e Hunt (2006) baseado em De Ley e Blaxter (2002), os
nematoides formadores de galhas pertencem ao Reino Animal, Filo Nematoda Potts, 1932;
Classe Chromadorea Inglis, 1983; Subclasse Chromadoria Pearse, 1942; Ordem Rhabditida
Chitwood, 1933; Subordem Tylenchina Thorne, 1949; Infraorder Tylenchomorpha De Ley e
Blaxter, 2002; Superfamilia Tylenchoidea Orley, 1880; Familia Meloidogynidae
Skarbilovich, 1959; Subfamilia Meloidogyninae Skarbilovich, 1959; Género Meloidogyne
Goldi, 1892.

Os nematoides pertencentes ao género Meloidogyne sdo endoparasitas e possuem um
alto grau de polifagia (KARSSEN e MOENS, 2006). Até o final de 2004, 106 espécies do
género Meloidogyne haviam sido descritas, sendo 89 espécies tidas como vélidas (PERRY e
MOENS, 2006). Quatro espécies sdo consideradas as mais importantes devido a sua ampla
distribuicdo geogréafica: M. incognita (Kofoid e White, 1919) Chitwood, 1949, M. javanica
(Treub, 1885) Chitwood, 1949, M. arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949 e M. hapla
Chitwood, 1949 (FERRAZ e MONTEIRO, 2011). As mais frequentes no Brasil sdo M.
incognita e M. javanica, amplamente disseminadas e, portanto, as de maior importancia
econémica (CAMPOQOS, 1985).

Devido a grande quantidade de espécies de Meloidogyne descritas em todo mundo é
necessario que seja realizado a identificacdo da espécie para definir o melhor método de
controle. E utilizada freqiientemente a identificacdo das espécies do género Meloidogyne
pelas caracteristicas morfologicas como: a configuracéo da regido perineal, que compreende a
regido do anus e da vulva, terminagdo da cauda, fasmideos, linhas laterais e as estrias na
cuticula. Outros metodos de identificagcdo também sdo utilizados como: a identificagdo pelo
fenotipo isoenziméatico da enzima esterase e malato-desidrogenase e por diagnosticos
moleculares pelas metodologias baseadas na reagédo em cadeia de polimerase (PCR) (HUNT e
HANDOO, 2009). Atualmente, tem sido utilizado o método integrado das analises para
identificacdo (FERRAZ e MONTEIRO, 2011).
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2.2.2.1 Sintomas causados por Meloidogyne spp.

Os sintomas causados pelo nematoide sdo aparentemente semelhantes aos sintomas
produzidos em qualquer planta pelo mau funcionamento e danos do sistema radicular. A
infeccdo pelo Meloidogyne afeta a absorcdo de dgua e nutrientes e a translocacao pelo sistema
radicular. E importante enfatizar que as condi¢des ambientais favoraveis auxiliam o patdgeno
no seu desenvolvimento, colonizagéo, reproducéo e dispersdo (PERRY et al., 2009).

O impacto causado pelo nematoide de galhas na planta hospedeira € caracteristico.
Observando a parte da planta localizada acima do solo os sintomas sdo gerais e ndo
especificos, semelhantes a uma planta com deficiéncia mineral. O crescimento € reduzido, as
plantas ficam raquiticas, ocorre abscisdo foliar prematura, murcha, senescéncia precoce,
reducdo na producdo e perda de rendimento. Estas sdo as consequéncias dos danos na raiz
devido a interferéncia na sintese e translocacdo de hormonios de crescimento da planta
hospedeira, como as citocininas e as giberelinas, diminuindo a fotossintese. Enquanto isso, no
sistema radicular observa-se a presenca de galhas que se desenvolvem em resposta aos
reguladores de crescimento, proteinas e glicoproteinas produzidas pela glandula esofagiana
subventral do J2 introduzidas na hospedeira pelo estilete do nematoide (BIRD, 1974;
JEPSON, 1987).

A modificacdo na raiz depende da planta hospedeira e da espécie do nematoide
envolvido, pois poucas espécies do género Meloidogyne produzem galhas grandes como M.
incognita, M. javanica, M. arenaria e M. hapla. Espécies como M. graminis (Sledge e
Golden, 1964) Whitehead, 1968 e M. oryzae (Maas, Sanders e Dede, 1978) produzem galhas
discretas e outras ndo formam galhas como M. aquatilis (Ebsary e Eveleigh, 1983) (JEPSON,
1987) e M. coffeicola (Lordello e Zamith, 1960) Kir'yanova, 1963 no cafeeiro arabico, cujo
sintoma tipico é o descolamento cortical onde uma porcéo do cortex fica desorganizada e se
destaca facilmente do restante da raiz. Assim, a presenca de galhas no sistema radicular ndo
constitui um sintoma obrigatério, podendo estar ausente em determinadas interacOes
(FERRAZ E MONTEIRO, 2011).

A extensdo das galhas esta relacionada com as espécies, a posi¢do da fémea dentro da
galha e o modo de reproducdo. O tamanho da galha em determinada espécie do género
Meloidogyne depende da planta hospedeira envolvida (MANZANILLA-LOPEZ et al., 2004).

Outros sintomas que também podem ser observados sdo: reducdo do volume do
sistema radicular, descolamento cortical, raizes digitadas e rachaduras, entre outros (FERRAZ
e MONTEIRO, 2011).
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2.2.2.2 Aspecto bioldgico do género Meloidogyne

O macho e a fémea do nematoide de galhas séo distintos morfologicamente. Os
machos apresentam aproximadamente 1,2 a 1,5 mm de comprimento e 30 a 36 um de
didametro. As fémeas tém formato de péra e possuem aproximadamente 0,40 a 1,30 mm de
comprimento e 0,27 a 0,75 mm de largura (AGRIOS, 2005). O comprimento do estilete da
fémea variando entre 15 a 16 um enquanto que do macho pode apresentar um comprimento
medio de 24,5 pm (KARSSEN e MOENS, 2006).

Estes nematoides produzem secrecdes que tem um papel importante na formacao das
células nutridoras no local da infec¢do na planta (WILLIAMSON e GLEASON, 2003). Eles
possuem diversas estruturas responsaveis pela sua interacdo com a planta hospedeira como 0s
Orgaos secretores, os anfidios (que sdo quimioreceptores cefalicos e cada anfidio é constituido
por 12 neurbnios com dendritos ciliados), as sensilas (localizadas na regido cefalica do
nematoide), os fasmideos (quimioreceptores caudais), as glandulas esofagianas, o sistema
excretor e o reto, que produzem a matriz gelatinosa que protege os ovos dos predadores e da
desidratacdo. Alem disso, na superficie da cuticula, que regula o fluxo dos fluidos na parede
do corpo, sdo encontrados carboidratos que auxiliam no aumento da percepgdo de um sinal
quimico que atrai 0 nematoide para a planta hospedeira (EISENBACK, 1985). Principalmente
exsudatos radiculares podem influenciar na eclosdo de algumas espécies de Meloidogyne
(CURTIS et al., 2009).

Durante a fase migratoria do parasitismo as glandulas subventral estdo preenchidas
com vesiculas, sendo estas importantes no estagio inicial do parasitismo, enquanto que a
glandula dorsal ativa a producgéo de secrecao apos a sedentarizacao para desenvolver e manter
os sitios de alimentacdo. Quando o nematoide comeca a se alimentar as glandulas subventral
ficam menos ativas. Portanto, as glandulas subventral e dorsal tem papéis diferentes durante o
parasitismo (JAUBERT et al., 2002).

Ap0s selecionar a célula da planta hospedeira, o nematoide perfura cuidadosamente a
parede celular por acdo mecanica do estilete e injeta secre¢Ges contendo enzimas hidroliticas
produzidas pelas glandulas esofagianas que desencadeiam uma série de respostas celulares e
moleculares no receptor como a hipertrofia celular, dando origem mais tarde as galhas que séo
produzidas pela propria planta, como reacdo as toxinas introduzidas pelo nematoide. As
mudancas nas estruturas celulares induzidas pelo nematoide nos sitios de alimentacdo séo
resultados da reprogramacdo da transcricdo de genes da célula hospedeira (DAVIS et al.,
2000; GHEYSEN e FENOLL, 2002; FERRAZ e MONTEIRO, 2011).



18

No ciclo de vida do nematoide de galhas cada fémea deposita de 30 a 40 ovos por dia,
aproximadamente 500 ovos no total, em uma substdncia gelatinosa, composta de
glicoproteinas, que geralmente sdo depositados na superficie das raizes, algumas vezes podem
ocorrer dentro das galhas. Na embriogénese, a primeira ecdise ocorre dentro do ovo dando
origem ao juvenil de segundo estadio (J2). O J2 emerge do ovo para o solo e este é 0 Unico
estadio infectivo do nematoide (AGRIOS, 2005; KARSSEN e MOENS, 2006).

O ovo de Meloidogyne spp. € cilindrico e composto por trés camadas: externa de
vitelina, a média composta por quitina e a interna por lipidio. A quitina tem sido encontrada
somente na composi¢do da casca do ovo dos nematoides. Em testes experimentais realizados
com M. javanica, Bird e McClure (1976) estimaram que a casca do ovo de Meloidogyne
possui 30% de quitina. Bird (1968) sugere que, em M. javanica, as enzimas produzidas nas
glandulas da faringe dos J2 auxiliam na hidrolise e flexibilidade da casca do ovo, tornando-o
permeavel e, nesta condicdo, é possivel utilizar compostos toxicos, até mesmo extratos de
plantas, que tenham um potencial como agente de controle.

Algumas fases desse ciclo sdo detalhadas a seguir:

a) Eclosao:

Perry et al. (1992) correlacionaram positivamente a eclosdo de M. incognita com a
atividade de lipase, proteinase, colagenase e atividade de quitinase nos fluidos da eclosdo do
nematoide. Estas enzimas desgastam as camadas do ovo resultando em uma maior
flexibilidade antes da ecloséo.

Algumas espécies de Meloidogyne dependem dos exsudatos radiculares para iniciar o
processo de eclosdo. M. incognita, M. hapla e M. javanica aumentam a taxa de eclosdo
quando estimuladas pelos exsudatos radiculares do hospedeiro (BRZESKI e HENDRICKS,
1971).

Os exsudatos radiculares fornecem a matéria-prima que alimenta a comunidade
microbiana na rizosfera. Compostos quimicos lancados na rizosfera estdo envolvidos na
interacdo planta-nematoide e podem estimular a eclosédo dos ovos, atuar como repelentes ou
inibidores e ainda alguns compostos podem ser toxicos aos nematoides (ZHAO et al., 2000).

Aos exsudatos radiculares incluem compostos de baixa massa molecular, como
compostos amino, fendlicos, &acidos organicos, carboidratos, flavonoides, enzimas,

nucleotideos, chalconas, acidos graxos e esterdis, entre outros, e compostos de alta massa
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molecular como mucilagens (polissacarideos) e proteinas. Tais compostos podem influenciar
a sobrevivéncia no rizoplano (CURTIS et al., 2009).

Alguns destes compostos presentes nos exsudatos possuem potencial alelopatico,
como os flavondides e fendis, que desempenham importante papel na defesa e resisténcia da
planta contra pragas e doencas (NICHOLSON e HAMMERSCHIMIDT, 1992), e podem
exercer efeito direto sobre a sobrevivéncia do nematoide ou agir como um repelente e inibidor
da mobilidade dos J2 de M. incognita (MAHAJAN et al., 1992).

b) P6s-ecloséo:

A eclosdao do J2 acontece somente quando estiver completamente desenvolvido
(CURTIS et al., 2009). Assim, quando o J2 eclode e deixa a massa de ovos, migra para as
partes adjacentes da raiz e causa novas infeccdes. Os J2 podem sobreviver no solo em um
estado quiescente por um longo periodo. Entretanto, durante este periodo, eles consomem
suas reservas que estdo armazenadas no intestino. Como o processo de infeccdo esta
relacionado com as reservas de alimento, sua capacidade para infectar sera reduzida apds
longos periodos de permanéncia fora das raizes (KARSSEN e MOENS, 2006).

De acordo com Prot (1978) os J2 de Meloidogyne ao serem atraidos pelas raizes da
planta hospedeira podem se deslocar verticalmente uma distancia de 25 cm em 10 dias.
Segundo Arens et al. (1981) os juvenis de diferentes espécies de Meloidogyne diferem na sua
habilidade para localizar e invadir as raizes afirmando que os juvenis de M. javanica s@o mais
agressivos e capazes de localizar e invadir as raizes de fumo mais rapidamente que M.
incognita e M. arenaria e isto explica o porque que M. javanica causa mais danos no fumo
que as Ultimas espécies.

Os J2 acumulam-se na regido de alongamento da raiz, na regido proxima da coifa e
também nos locais onde ja ocorreram penetracfes por outros nematoides, visto que estas
regides sdo os principais locais de liberagdo dos exsudatos. Ha pouca diferenca na atratividade
das raizes das plantas suscetiveis e das resistentes, no entanto, quando ambas estdo presentes,
as suscetiveis sdo a preferéncia (KARSSEN e MOENS, 2006).

Os J2 séo atraidos para as raizes de sua hospedeira pelo envio de substancias quimicas,
ou seja, substancias soluveis lancadas pelas raizes das plantas, pela temperatura do solo e o
gas carbonico (CO,). Estes influenciam no movimento vertical do nematoide no solo, sendo
que a concentracdo de CO, ¢ atrativa quando em baixa concentracdo aos J2 de M. hapla, M.
incognita e M. javanica (CURTIS et al., 2009). Segundo EI-Sherif e Mai (1969) os
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nematoides parasitas de plantas podem localizar as raizes das plantas pelas altas temperaturas
oriundas da alta atividade metabdlica da respiracdo ao redor das raizes afirmando também que
na natureza tanto as plantas como os animais estdo constantemente absorvendo e emitindo a
radiacdo infravermelha e o nematoide percebendo as emissbes desta radiacdo pelas plantas
pode detectar facilmente suas raizes.

Segundo Wallace (1966) a temperatura 6tima para a eclosdo, movimentacdo e invasao
da raiz dos J2 estdo entre 20 a 30°C estas condi¢des ocorrem comumente durante o dia nos
solos das regides subtropicais e tropicais. Juntamente com estes fatores a umidade do solo,
textura do solo influenciam na atividade fisica do nematoide no solo.

Alguns sais podem influenciar no movimento direcional do nematoide no solo, como
exemplo M. incognita é repelido por diferentes tipos de sais. Em experimento realizado por
Castro et al. (1990) verificou-se que K*, NH";, Cs*, NO'; e CI séo fortes repelentes de M.
incognita in vitro. Le Saux e Quénéhervé (2002) notaram que sais de célcio ndo afetam a
orientacdo do J2 desta espécie, enquanto que sais de nitrato de amonio e outros compostos

nitrogenados liberados por materiais em decomposicao séo fortes repelentes.

¢) Inicio do Parasitismo:

Quando os J2 entram em contato com as raizes das plantas, penetram suas paredes
rigidas por uma combinacdo de danos fisicos, acdo mecénica do estilete e quimicos, pela
injecdo de enzimas celuliticas e pectoliticas. Apds a penetracdo na raiz 0 J2 migra
intracelularmente para o cértex na regido de diferenciacdo celular. Depois de migrar o J2
torna-se séssil no tecido cortical da zona de diferenciacdo da raiz (KARSSEN e MOENS,
2006).

Gradualmente o J2 fica mais robusto com o corpo salsichdide e perde a mobilidade,
tornando-se sedentario e alimentando-se das células em torno de sua cabeca atraves da
insercdo de seu estilete, secretando saliva nas células e estimulando o seu alargamento e
liquefazendo parte do contetdo celular, que é retirado pelo nematoide com seu estilete. O J2
em seguida, passa por uma segunda ecdise e origina o juvenil de terceiro estadio (J3) que
passa por uma terceira ecdise formando o juvenil de quarto estadio (J4) ou pré-adulto, o qual
pode ser distinguido em macho ou fémea. Estes se submetem a uma quarta ecdise e 0s machos
atingindo a fase adulta emergem da raiz, estes sdo de vida livre. J& as fémeas continuam a

crescer tanto em espessura como em comprimento tornando-se piriforme (AGRIOS, 2005).
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Alguns fatores podem influenciar na diferenciacdo sexual favorecendo a formacao de
machos. Diversos relatos tém mostrado que a determinagdo do sexo nos nematoides de galhas
é influenciada por alguns fatores como:

- Nutricdo da planta hospedeira: sob condigdes ideais de nutricdo os J2 desenvolvem-se em
fémeas. No entanto, condi¢des que causam algum tipo de estresse na hospedeira, ou algum
evento que limite a disponibilidade de recursos aos nematoides redirecionam o
desenvolvimento de J2 para a formacdo de machos ( SNYDER et al., 2006).

- Densidade de infeccéo: as densidades elevadas de infecgcdo geralmente causam uma reducéo
na taxa de desenvolvimento dos nematoides, pois criam condicGes de estresse alimentar e um
ambiente adverso resultante das concentracdes excessivas de residuos ou subprodutos
metabolicos (TRIANTAPHYLLOU, 1973).

- Inibidores ou reguladores de crescimento em plantas: a hidrazida maleica é um inibidor de
crescimento que inibe a divisdo celular na regido meristematica, reduz a taxa respiratoria,
blogueia a translocacédo de fotossintetizados das folhas para as raizes e afeta a satde da planta
em geral (HUANG, 1985). De acordo com resultados obtidos por Davide e Triantaphyllou
(1968) relatou que juvenis de M. javanica e M. incognita tornaram-se machos em tomateiros
tratados com hidrazida maleica.

- Irradiacdo: a radiacdo gama reduz a taxa de crescimento dos juvenis e aumenta a
porcentagem de machos de M. incognita, pois afeta a fisiologia da diferenciacdo sexual dos
juvenis ou pode atuar indiretamente através da diminui¢do da capacidade do nematoide em
obter alimento e utiliza-lo de forma eficiente ou afetando a capacidade das raizes irradiadas
em fornecer a nutricdo do nematoide em desenvolvimento (TRIANTAPHYLLOU, 1973).

Quando h& a formacdo de fémeas, estas continuam a inchar e, com ou sem a
fertilizagc&o por um macho, produz ovos que sdo depositados em uma matriz gelatinosa dentro
ou fora dos tecidos da raiz dependendo da posicdo da fémea. Os ovos podem eclodir
imediatamente ou alguns deles podem hibernar e eclodir na primavera. O ciclo de vida é
completado em 25 dias a uma temperatura de 27°C. A duracdo do ciclo de vida é influenciada
por fatores como temperatura, umidade e planta hospedeira (AGRIOS, 2005). Segundo Taylor
e Sasser (1978) a faixa ideal de temperatura para um ciclo completo da espécie M. incognita é
25 a 30°C.
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d) Alteracdes vegetais durante a infecgéo:

A partir do momento que ocorre 0 parasitismo da planta pelo nematoide iniciam
complexas mudangas na expressdo dos genes vegetais (GHEYSEN e FENOLL, 2002). Ap6s
dois a trés dias que o juvenil se estabeleceu na raiz da planta algumas células vegetais
localizadas proximas a parte anterior de seu corpo comecam a aumentar de tamanho, seus
nucleos se dividem e paredes celulares entre algumas células desaparecem dando origem a
células gigantes. Cada galha contém de trés a seis células gigantes, formadas devido a
substancias encontradas na saliva secretada pelo nematoide nas células gigantes durante sua
alimentacdo (AGRIQOS, 2005). Estas substancias induzem a divisdo nuclear sem a citocinese
das células da hospedeira (WILLIAMSON e GLEASON, 2003).

Os sincicios, célula multinucleada originada a partir de repetidas mitoses de um Unico
nacleo dentro da mesma célula formado no sistema vascular dando origem as células gigantes
que podem alcancar 600 um de comprimento e 200 um de didmetro. Durante o alargamento
celular as células ficam metabolicamente ativas com o citoplasma muito denso, contendo
diversas mitocéndrias, plastidios, ribossomos, complexos de Golgi, reticulo endoplasmético
liso, o vacuolo central desaparece e da origem a vactuolos menores, o nucleo torna-se
amebdide e aumenta o intercambio no citoplasma nuclear pelos poros da membrana nuclear
(WILLIAMSON e HUSSEY, 1996). Estas mudancas afetam a sintese de proteinas que se
volta para 0 metabolismo interno ao invés de exportar da célula (JONES, 1981). O sincicio é
altamente especializado e depende da estimulagéo continua do nematoide (BIRD, 1974).

e) Composicéo da secrecdo salivar:

A rotina de alimentacdo do nematoide inclui ciclos repetidos de insercdo do estilete na
célula do hospedeiro, liberando as secrecdes produzidas (WYSS e ZUNKE, 1986). O
nematoide de galhas produz diversas enzimas que degradam a parede celular da célula da
planta. Através de analises de proteoma e transcriptoma das secre¢es esofagianas pelo menos
60 proteinas diferentes sdo potencialmente secretadas pelo estilete durante o parasitismo para
gue haja sucesso na manipulacdo das respostas do hospedeiro (ABAD et al., 2009).

Para a especie M. incognita foram identificadas nas secregdes B-1,4 endoglucanase
(celulase), poligalacturonase, calreticulina, superoxido dismutase e diversas proteases
(WILLIAMSON e GLEASON, 2003). Varias isoformas de B-1,4 endoglucanases e celulases
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podem agir sinergicamente ou estar associadas a complexos multienzimaticos para degradar
de forma eficiente a celulose (URWIN et al., 2002).

Acredita-se que a calreticulina esteja envolvida na sinalizacdo do calcio e na regulacao
do ciclo celular durante a formacdo das células gigantes, e tem sido identificada como uma
chave moduladora das defesas imunologicas do hospedeiro (JAUBERT et al., 2005).

Para que ocorra a expansao celular é necessaria uma remodelacdo da parede celular
gue envolve um afrouxamento das reticulacdes de celulose e glicano, isto é alcancado através
das endo-B-D glucanases, expansinas e xiloglucano endotransglicosilases, processo associado
as mudancas na incorporacao das redes de pectina (CAILLAUD et al., 2008).

Genes de endoglucanases e poligalacturonases sao desregulados, e 0s genes que atuam
nas rotas metabolicas, progressdo do ciclo celular e transporte de dgua tem suas expressoes
aumentadas ao redor das células do sitio de alimentacdo (GOELLNER et al., 2001).

CAILLAUD et al. (2008) afirmam que na planta, a corismato mutase é uma enzima-
chave na rota do &cido chiquimico coordenando a sintese celular de aminoacidos aromaticos e
de diversos metabdlitos secundarios, incluindo fitohorménios, bem como as auxinas e
compostos de defesa da planta como os flavonoides, acido salicilico, fitoalexinas. No entanto,
se 0 nematoide secretd-la no interior da célula da planta esta enzima debilita o
desenvolvimento do tecido da raiz e suprime as defesas da planta, afetando a sintese destes
compostos de defesa (DOYLE e LAMBERT, 2003). Segundo Abad et al. (2003) o
entendimento dos mecanismos envolvidos na viruléncia de Meloidogyne é de grande

importancia para 0 manejo deste patogeno.

f) Resisténcia:

Diversos genes da planta conferem resisténcia contra 0s nematoides. Em raizes de
tomateiro infectadas por Meloidogyne, genes homdlogos a varios genes de defesa da planta
sdo induzidos no local em 12 h ap6s a inoculacdo (LAMBERT, 1995).

O gene mais estudado € o Mi do tomate que confere resisténcia contra trés espécies do
nematoide de galhas M. incognita, M. javanica e M. arenaria (WILLIAMSON e GLEASON,
2003; ABAD et al., 2003; HUSSEY e JANSSEN, 2001). Originalmente encontrado na
espécie selvagem Lycopersicon peruvianum (L.) Mill. (ABAD et al., 2003), este gene é
caracterizado pela formac&o de necroses localizadas nas células da planta hospedeira perto do
local que o nematoide invadiu (DROPKIN, 1969). Esta resposta de hipersensibilidade ocorre

em aproximadamente 12 h ap6s a inoculacdo dos juvenis nas raizes (PAULSON e
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WEBSTER, 1972), mas esta resisténcia pode ser perdida em temperaturas acima de 28°C
(HUSSEY e JANSSEN, 2001; DROPKIN, 1969). Este tipo de mudanca pode ocorrer em
condic¢des naturais em plantas que estdo expostas por um periodo de calor prolongado (BIRD,
1974).

Experimentos realizados demonstraram que a mudanca de temperatura para
determinacdo da resisténcia ocorre durante as primeiras 24 a 48 h apos a infeccédo, e quando
este periodo de tempo é atingido, a resisténcia ndo ¢ ativada mesmo em temperatura adequada
(DROPKIN, 1969).

Segundo Mellilo et al. (2006) nas interacGes compativeis de tomate e nematoide de
galhas, a producdo de espécies reativas de oxigénio tem sido observada no momento da
invasdo do nematoide (12 h apds a inoculacdo). Apesar da necrose inicial, o sitio de
alimentacdo continua a desenvolver e 0 nematoide torna-se sedentério (RICE et al., 1987).
Contudo, o sitio de alimentacdo é cercado por tecidos necrosados e eventualmente entra em

colapso.

2.2.2.3 Meloidogyne incognita (Kofoid e White, 1919) Chitwood

A espécie M. incognita (Kofoid e White, 1919) Chitwood é a mais comum podendo
ser encontrada em locais de clima temperado e tropical e podem se reproduzir
assexuadamente por partenogénese mitética e sdo endoparasitas sedentarios obrigatorios de
muitas espécies de plantas (TRIANTAPHYLLOU, 1985). Conhecida como o nematoide de
galhas, € também considerada a mais importante economicamente, pois pode parasitar mais
de 3000 espécies de plantas, ocasionando grandes danos as culturas de interesse econdmico
(ABAD et al., 2003).

As fémeas desta espécie possuem as seguintes caracteristicas morfoldgicas: formato de
péra na parte terminal, na parte anterior do corpo apresenta um estile robusto com
comprimento de 15 a 16 um; a regido perineal que compreende a vulva e 0 anus possui uma
série de estrias cuticulares que as circundam e formam um desenho tipico para esta espécie
(HUNT e HANDOO, 2009). O macho desta espécie € vermiforme, migrador com um
comprimento que varia entre 0,70 a 1,90 mm, com armadura labial forte; o estilete é robusto

apresentando o cone reto, ocupando geralmente a metade do seu comprimento total, sendo
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ocasionalmente mais curto, mostrando abertura posterior ao apice e dotado de trés bulbos na

base; possui a cauda abruptamente arredondada, com espiculos pares (TIHOHOD, 1997).

2.3 Mecanismos De Resisténcia Nas Plantas

Cada espécie de planta pode ser afetada por aproximadamente 100 espécies de
diferentes tipos de fungos, bactérias, virus e nematoides (AGRIOS, 2005). As plantas nédo
possuem um sistema imune como os vertebrados voltados para impedir a invasdo de parasitas,
e ndo tém a capacidade de construir uma memoria prévia da sua interacdo com os diversos
microrganismos patogénicos encontrados em seu habitat. Em vez disso as plantas
desenvolveram caracteristicas Unicas para se protegerem contra a entrada de agentes
patogénicos (JONES e DANGL, 2006). A colonizagdo das plantas pelos nematoides é similar
em alguns aspectos a invasao pelos fungos (BENNETT e WALLSGROVE, 1994).

A primeira linha de defesa das plantas é a parede celular que é extremamente
complexa, constituida por diversos polimeros de hidratos de carbono, glicoproteinas e
compostos aromaticos (CARPITA e GIBEAUT, 1993).

Os principais componentes estruturais da parede celular sdo as microfibrilas de
celulose que proporcionam a rigidez da parede celular (WILLATS et al., 2001), que é uma
mistura complexa de polissacarideos e outros polimeros reunidos e organizados por ligacdes
covalentes e ndo-covalentes. As células vegetais contém proteinas estruturais, enzimas,
polimeros fendlicos e outros compostos que modificam as caracteristicas fisicas e quimicas da
parede e sdo classificadas em dois tipos: parede primaria e secundaria (TAIZ e ZEIGER,
2009).

As paredes primarias sdo compostas de microfibrilas de celulose inseridas em uma
matriz de polissacarideos conferindo resisténcia e flexibilidade. S&o estruturas rigidas,
estaveis, fortes e resistentes a degradacio e contribuem para a resisténcia da parede celular. E
composta por 25% de celulose e hemicelulose e 35% de pectinas, com 1 a 8% de proteina
estrutural. Na superficie da celulose ligam-se hemiceluloses e nesta rede de celuloses-
hemiceluloses encontram-se implantadas as pectinas formando uma fase gel hidratada,
atuando como um preenchimento hidrofilico impedindo o colapso da rede de celulose. Ja as
paredes secundarias sdo altamente especializadas, espessas e reforgadas por lignina, podendo
ser constituida por varias camadas, servindo de suporte mecanico da planta. A lignina é um

polimero fendlico com um padrdo de ligacdes complexo irregular, unindo as subunidades
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aromaticas de alcool. Estas subunidades sdo sintetizadas a partir da fenilalanina e séo
secretadas para a parede, onde sdo oxidadas no local pelas enzimas peroxidase e lacase.
Devido a sua resisténcia mecanica a lignina reduz a suscetibilidade ao ataque de patdégenos
(TAIZ e ZEIGER, 2009).

Varias enzimas enddgenas que degradam a parede celular foram encontradas nos
nematoides como as celulases que hidrolisam os polimeros de celulose em oligossacarideos,
fragilizando as microfibrilas. As classes de enzimas encontradas em nematoides do género
Meloidogyne e 0s seus respectivos substratos sdo: celulases, que atuam na ligacdo das
proteinas, expansinas cujo substrato é a celulose; endoxilanases, pectato-liases e
poligalacturonases cujo substrato séo xiloglucanas e as pectinas (LOZANO e SMANT, 2011).

Em geral, as plantas se defendem contra os patdgenos por uma combinacdo de armas
de dois arsenais: estruturas caracteristicas que agem como barreiras fisicas e inibem o
patdgeno de penetrar na planta, e reacdes bioquimicas que tomam conta das células e tecidos
da planta e produzem substancias que séo tdxicas ao patégeno ou criam condi¢des que inibem
o0 crescimento dos mesmos na planta. A combinacdo das caracteristicas estruturais e reacdes
bioquimicas empregadas na defesa da planta s&o distintas em diferentes relacBes de
hospedeiro-patdgeno. Além disso, dentro do mesmo hospedeiro e patdgeno, as combinag6es
para a defesa dependem da idade da planta e o tipo de 6rgdo e tecido atacado, condicao
nutricional da planta e condi¢des climéaticas (AGRIOS, 2005).

Estes mecanismos de defesa estruturais e bioquimicos podem ser pré-formados
(passivos ou constitutivos), que ja estdo presentes nas plantas antes do contato com 0s
patogenos e pos-formados (ativos ou induziveis), que estdo ausentes ou presentes em baixos
niveis antes da infecgdo, sendo produzidos ou ativados em resposta a presenca dos patdgenos.
(SCHWAN-ESTRADA et al., 2008). Estes mecanismos induziveis sdo ativados quando a
planta hospedeira reconhece os sinais enviados pelo patogeno (PASCHOLATI e LEITE,
1995).

Como exemplo de fatores de resisténcia estrutural pré-formados tem-se a presenca de
cuticula, estdbmatos, tricomas e paredes celulares espessas. Como a maioria dos pat6genos
conseguem ter acesso ao interior da planta, estas continuam a se defender dos invasores
utilizando outras alternativas como a formacéo de papilas, halos, lignificacdo, glicoproteinas
ricas nos aminoacidos hidroxiprolina (HRGP) e glicina (GRP), camadas de cortica e tiloses,
estes ultimos sdo denominados de mecanismos estruturais pés-formados (PASCHOLATI,
2011).
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Nos mecanismos pre-formados bioquimicos pode ocorrer a producdo pela planta de
substancias de natureza quimica diversa como fenois, alcaldides, lactonas, terpendides e
algumas proteinas. Como exemplo destas substancias pré-formadas tem-se: acido clorogénico,
acido protocatecdico e catecol, saponinas (a-tomatina, avenacinas), acidos hidrocarboxilicos
(tuliposideos), glicosideos fendlicos (floridizina, arbutina), inibidores protéicos e enzimas de
defesa vegetal (STANGARLIN et al., 2011). Ja para os pos-formados bioquimicos a planta
pode produzir fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese, espécies ativas de oxigénio e
fototoxinas (PASCHOLATI, 2011).

Os compostos fendlicos abrangem um extenso grupo de substancias que possuem um
anel aromatico contendo pelo menos uma hidroxila (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008),
podendo estar envolvidos nos mecanismos biogquimicos e estruturais de resisténcia em plantas
(NICHOLSON e HAMMERSCHIMIDT, 1992).

Hung e Rohde (1973) identificaram a presenca do &cido clorogénico como o composto
fenolico em maior quantidade em raizes de tomates antes e ap0s a infeccdo da planta por M.
incognita e Pratylenchus penetrans (Cobb) Filipjev & S. Stekhoven. PropGe-se que a invasao
das raizes de tomate resulta na acumulacdo de acido clorogénico, distribuido em diferentes
partes da plantas, o qual € oxidado pela acdo da polifenoloxidase do hospedeiro, utilizando o
oxigénio como aceptor de elétrons originando como produto desta reacdo quinonas téxicas,
resultando na formacdo de uma coloragdo marrom nas areas injuriadas (MAZZAFERA et al.,
1989; PASCHOLATI, 2011).

Assim, as defesas pos-formadas ou induzidas, ausentes ou de pouca expressividade em
plantas sadias, sdo ativadas apds a invasdo do patdgeno ou quando a planta sofre alguma
injuria. Nestes casos, além da resposta hipersensitiva, ha a formacao de tiloses, papilas, halos,
lignificagdo, fitoalexinas, e 0 aumento na concentragdo ou sintese de varias proteinas
relacionadas a patogénese (Proteinas-RP), como B-1,3-glucanases, quitinases e peroxidases.
H& também a resisténcia sistémica adquirida (SAR) e a resisténcia sistémica induzida (RSI)
em que uma planta, apds exposicdo a um agente indutor, tem seus mecanismos de defesa
ativados ndo apenas no sitio de indu¢do, como também em outros locais distantes dele (VAN
LOON e VAN STRIEN, 1999). Estes mecanismos e reacOes de defesa podem determinar o
sucesso da resisténcia da planta contra o ataque do fitopatdgeno, evitando, assim, o
estabelecimento da doenga (STINTZI et al., 1993).

Quando as células vegetais sdo lesadas ou tratadas com certos eliciadores de baixo
peso molecular a resposta de defesa vegetal inicia-se pelo reconhecimento da molécula

eliciadora por proteinas presentes na membrana plasmatica da célula vegetal que ativam uma
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resposta defensiva que inicialmente induz a explosdo oxidativa, produzindo e acumulando
especies ativas de oxigénio como o perdxido de hidrogénio (H20,) e o anion superoxido (O)
que disparam a peroxidacdo de lipidios na membrana e induzem outras respostas de defesas
das células (BOWLES et al., 1991). Estas outras respostas podem agir diretamente sobre 0s
organismos patogénicos e indiretamente deter a invasao destes organismos através de uma
rapida ligacdo cruzada de componentes fendlicos da parede celular (TAIZ e ZEIGER, 2009).
Entretanto, os nematoides de galhas podem secretar, atraves da cuticula, enzimas
antioxidantes que sdo produzidas na hipoderme e desta forma protege o nematoide das
respostas oxidativas do hospedeiro durante a infeccdo (ROBERTSON et al., 2000).

Alguns destes efeitos fisioldgicos incluem a estimulacdo de fitoalexinas, rupturas
oxidativas, sintese de etileno, despolimerizacdo da membrana, mudancas no calcio do
citoplasma, sintese induzida de proteinas relacionadas & patogénese (proteinas-RP), como
quitinases e glucanases entre outros. Embora o sinal para o acumulo sistémico das proteinas-
RP é desconhecido, acredita-se que o acido salicilico, etileno, sistemina e o0 jasmonato podem
ser uns dos responsaveis pela ativacdo (PASCHOLATI, 2011).

As quitinases e B-1,3-glucanases sdo enzimas liticas que hidrolisam a quitina e as -
1,3-glucanas, respectivamente, e podem estar envolvidas na defesa das plantas contra
patdgenos podendo ser elevada nos tecidos vegetais em resposta a infeccdo e a tratamentos
hormonais e quimicos (PASCHOLATI, 2011).

Collinge et al. (1993) afirmam que a inducdo da quitinase é frequentemente
coordenada com a indugdo especifica de B-1,3-glucanase e outras proteinas-RP. Tem sido
relatado que a atividade da enzima quitinase é alta em cultivares resistentes nos estagios
iniciais apos a inoculagdo de patdégenos quando comparada com a maioria dos cultivares
suscetiveis, mas ndo todas as interagdes. Isto tem sido demonstrado em tomates infectados
com Cladosporium fulvum e feijdo inoculado com Colletotrichum lindemuthianum. As
quitinases e B-1,3-glucanases agem sinergicamente na inibicdo do crescimento de fungos,
atuando diretamente no crescimento das hifas que invadem o espago intercelular da célula da
hospedeira.

Aos mecanismos de defesa da planta existem enzimas associadas no metabolismo
primario e secundario como a peroxidase e a fenilalanina aménia-liase (FAL). A enzima
peroxidase é responsavel pelas alteracbes metabdlicas, é catalisadora da oxidacéo do alcool
hidrocindmico na presenca do peréxido de hidrogénio, originando a lignina, que por sua vez,
aumenta a resisténcia fisica da parede celular, dificultando a penetracdo do patdgeno. A FAL

¢ a enzima do metabolismo secundario importante nas reacGes dos compostos fendlicos,
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responsavel pela desaminacdo da L-fenilalanina, transformando-a em &cido trans-cindmico e
amoOnia, cujo primeiro pode ser incorporado em diferentes compostos fenolicos. Os fatores
gue influenciam na FAL também influenciam na biossintese dos compostos fendlicos
(SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

Quanto a atividade da peroxidase na resisténcia de plantas a nematoides Zacheo et al.
(1982), em trabalho realizado com tomateiros resistentes e suscetiveis inoculados, nao
encontraram diferencas entre a atividade de peroxidase em raizes sas dos cultivares resistentes
e suscetiveis. Ap0s a inoculagdo com M. incognita houve um aumento da enzima no cultivar
resistente e declinio no suscetivel. Giebel et al. (1971) informaram que a atividade da
peroxidase era maior em variedade resistente de tomate inoculada com M. incognita.

Giebel (1982) afirma que a resisténcia da planta pode ser afetada pela fenilalanina
amonia-liase (FAL) e tirosina amonia-liase (TAL). Os compostos fendlicos sdo associados
com a resisténcia a M. incognita e em alguns casos a comparagao entre cultivares resistentes e
suscetiveis tem demonstrado que o nivel desses compostos € maior nos primeiros até mesmo
antes da inoculacdo das plantas com o nematoide (GIEBEL, 1982). De acordo com Goddijn et
al. (1993) nesta interacdo alguns genes sdo desprogramados no sitio de alimentacdo dos
nematoides como, por exemplo, o gene promotor da FAL na planta o qual é ativo em raizes
ndo infectadas e € silenciado em poucos dias apds a infeccdo pelo nematoide.

Segundo Brueske (1980) e Zacheo (1993) os niveis das atividades das enzimas FAL e
peroxidase anidnica, que sdo induzidas no inicio da resposta de resisténcia a muitos outros
agentes patogénicos, também aumentam no tomate resistente ap0s a inoculacdo de
nematoides. No entanto, a maioria destas enzimas também sdo induzidas nas plantas
suscetiveis, embora haja diferenca na duragdo da inducdo (WILLIAMSON et al., 1994).

O entendimento da funcdo destas proteinas na interacdo nematoide-planta € dificultada
pela diversidade de suas funcdes (GODDIJN et al., 1993). Assim, a resposta da planta a
infeccdo varia de acordo com o modo de colonizacdo do patégeno (SCHWAN-ESTRADA et
al., 2008) e conforme suas caracteristicas genéticas, pois em plantas resistentes aos
nematoides do género Meloidogyne ocorre a reacé@o de hipersensibilidade inibindo a formacéo
do sitio de alimentacdo nas células da hospedeira, com uma répida necrose localizada
(SIJIMONS et al., 1994). Deste modo sdo necessarios estudos aprofundados a respeito da
inducdo de resisténcia contra os fitonematoides (SALGADO e SILVA, 2005).
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2.3.1 Proteinas relacionadas a patogénese

As proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-RP) foram observadas pela primeira
vez em 1970 em folhas de fumo Samsun NN em uma reacédo de hipersensibilidade ao virus do
mosaico do fumo (TMV). Durante esta reacao de hipersensibilidade ocorre o dano celular e a
morte do tecido com um aumento na concentracdo de &cido abcisico (ABA) e etileno na
planta (VAN LOON e VAN STRIEN, 1999).

As proteinas-RP sdo um grupo de proteinas encontrado nas plantas e sdo toxicas na
invasdo dos patdgenos. Elas estdo amplamente distribuidas nas plantas em pequenas
quantidades, mas sdo produzidos em maiores quantidades ap6s o ataque do patdgeno ou
estresse como a seca, salinidade, injaria, metal pesado, tratamento com eliciadores enddgenos
e exogenos e reguladores do desenvolvimento vegetal (AGRIOS, 2005).

Algumas proteinas-RP podem ser induzidas a partir de tratamentos com substancias
quimicas, derivados de amino&cidos, sal de metais pesados, &cido salicilico, fitorménios e
também podem ser induzidas pelo estresse osmotico (STINTZI et al., 1993).

Dois grupos de proteinas-RP tém sido distinguidos: as proteinas-RP &cidas que estdo
predominantemente localizadas nos espagos intercelulares e as proteinas-RP basicas que tem
sua funcdo similar, mas possui diferente peso molecular e seqiiéncia de aminoécidos estando
localizadas principalmente intracelularmente no vacuolo (VAN LOON, 1985).

Ambas as proteinas-RP 4cidas ou béasicas podem ser induzidas pelas altas
concentracOes de etileno (VAN LOON, 1977), ou necroses e plasmdlise (estresse osmotico)
(WHITE et al., 1986), entre outros.

As proteinas-RP, de acordo com sua funcdo, relacdo seroldgica, sequéncia de
aminoacidos, peso molecular e outras propriedades, sdo classificadas em 11 familias (VAN
LOON et al., 1994).

As proteinas-RP sdo consideradas uma das principais estratégias de defesa da planta
aos diversos patogenos, utilizando proteinas com a funcao de realizar a protecdo da planta.
Possuem propriedades bioquimicas especificas. A maioria sdo monémeros de baixo peso
molecular (8 a 50 kDa), estaveis em baixo pH (< 3) permanecendo sollveis enquanto que
outras proteinas das plantas sdo desnaturadas, sdo termoestaveis e altamente resistente as
proteases. Na célula vegetal podem ser encontradas no vactolo e apoplasto (espaco
intercelular) e/ou na parede celular (EDREVA, 2005; VAN LOON e VAN STRIEN, 1999;
STINTZI et al., 1993). As proteinas-RP possuem na regido N-terminal uma seqliéncia de
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aminoacidos que deve ser o responsavel pela translocacdo da molécula do complexo de Golgi
no citoplasma para o vacuolo ou para o espaco intercelular (BOL et al., 1990).

Podem atuar localmente ou sistemicamente (HEIL e BOSTOCK, 2002). Os compostos
responsaveis pela sua inducdo incluem o acido salicilico, etileno, xilanases, polipeptideos
sistémicos e acido jasmonico, entre outros. As moléculas de sinalizacdo que induzem a sintese
das proteinas-RP podem ser transportadas para outras partes da planta e reduzem a iniciagédo
da doenca e a intensidade nas partes atacadas por diversos dias ou até mesmo semanas
(AGRIQS, 2005).

Stangarlin et al. (2011) afirmam que as proteinas-RP sdo induziveis no hospedeiro em
resposta a infeccdo por um patégeno ou por estimulos abioticos, podendo estar
correlacionadas com a resisténcia ndo especifica do hospedeiro ao patdégeno. O papel das
proteinas-RP na resisténcia de plantas contra microrganismos patogénicos pode ser direto ou
indireto. Na acdo direta, como por exemplo, tem-se a inibi¢do do crescimento do patégeno ou
da germinacdo de esporos. A maioria das proteinas-RP possui maior importancia na agédo
indireta, ou seja, no processo de inducdo de resisténcia, como por exemplo, na acdo
preventiva contra penetracdo de patogenos, por acdo oxidativa de componentes da parede
celular vegetal por meio de peroxidases (PR-9), ou envolvimento na transducgdo de sinais
durante a interacdo patégeno-hospedeiro. Um numero pequeno de familias das proteinas-RP
possui atividade enzimatica como pode ser observado para glucanases (PR-2), quitinases (PR-
3, PR-8, PR-11), peroxidases (PR-9), ribonucleases (PR-10) e (PR-4), ou a¢do inibitoria pela
atividade de inibidores enzimaticos (PR-6).

2.3.1.1 Peroxidases

As peroxidases (EC 1.11.1.7; doadora de hidrogénio H,O, oxirredutase) sé&o
oxirredutases que catalisam a oxidacédo de diversos grupos de compostos organicos utilizando
0 peroxido de hidrogénio (H.0O,) (DAWSON, 1988) segundo a equacdo: H,O,: 2 RH + H,0,-
> 2 R* + 2 H,0 (ROS BARCELO e POMAR, 2002).

As peroxidases sdo enzimas presentes nos tecidos das plantas, células de animais e em
microrganismos. Na inducdo de resisténcia as peroxidases sdo muito estudadas pela sua
importancia nos processos de defesa (CAVALCANTI et al., 2005), incluindo respostas de

hipersensibilidade, lignificacdo, suberizagcdo e producdo de fitoalexinas (NICHOLSON e



32

HAMMERSCHMIDT, 1992). O aumento na atividade esta diretamente relacionado a reducéo
da severidade da doenca (CAVALCANTI et al., 2005), como a sintese de lignina, no qual os
alcoois de fenilpropano sdo unidos em um polimero pela acdo dessa enzima, que catalisa a
oxidacdao desses alcoois, gerando radicais livres intermediérios que se associam de forma néo
enzimatica em uma disposic¢ao ao acaso para formar lignina (TAIZ e ZEIGER, 2009).

Segundo Chittoor et al. (1999) o acumulo de lignina e compostos fendlicos esta
correlacionado com a resisténcia de um grande nimero de interacGes planta-patdgenos. A
peroxidase implica na deposi¢cdo de lignina, suberina e extensina, entretanto, tem sido
observada mudanca na atividade desta enzima durante as interacfes planta-patdgeno para
algumas racas de patdgenos especificos relacionados aos genotipos resistentes e suscetiveis.

De acordo com Stangarlin et al. (2011) mudancas na atividade das peroxidases tém
sido frequientemente correlacionadas a resposta de resisténcia ou suscetibilidade em diferentes
patossistemas.

Estudos relacionados com a dinamica da inducdo de genes de peroxidases quando a
planta é desafiada pelo patégeno tem indicado que os genes sdo induzidos mais rapidamente e
a um alto nivel nas interagdes com plantas resistentes do que em interacdes em plantas
suscetiveis (CHITTOOR et al., 1997; THORDAL-CHRISTENSEN et al., 1992).

2.3.1.2 B-1,3-glucanases

As pB-1,3-glucanases (E.C.3.2.1.39) bem como as quitinases e seus MRNAS
correspondentes estdo presentes em altas concentragcdes em raizes de plantas sadias (SHINSHI
et al., 1987) e sdo expressas em diferentes niveis em raizes, caules e flores (PASCHOLATI,
2011).

Pertencem a familia da PR-2, foram isoladas de diferentes plantas induzidas por
agentes bidticos e abioticos e a maioria possui massa molecular de 25 a 35 kDa (STINTZI et
al., 1993). Grande parte possui atividade de endoglucanase, cujo produto da reacdo séo
oligbmeros de duas a seis unidades de glicose pela hidrélise do substrato -1,3-glucana, como
exemplo a linamarina (BOL et al., 1990). A B-1,3-glucana é um dos maiores componentes da
parede celular de muitos fungos, sendo assim as [-1,3-glucanases tem a capacidade de
degradacéo, liberando oligossacarideos, com atividade elicitora dos sistemas de defesa da
planta (DARVIL e ALBERSHEIM, 1984).
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2.3.1.3 Quitinases

Como as B-1,3-glucanases, as quitinases (E.C. 3.2.1.14) s&o mondmeros que possuem
massa molecular entre 25 e 35 kDa, e atuam na defesa da planta contra os fungos patogénicos,
no entanto, nem as quitinases e nem as B-1,3 glucanases sdo eficazes sozinhas (VAN LOON
et al., 2006) assim devem atuar sinergicamente (STINTZI et al., 1993).

As quitinases sdo enzimas liticas que hidrolisam a quitina (um polimero de N-
acetilgucosamina), catalisando a hidrélise de ligagdes glicosidicas -1,4 entre residuos de N-
acetil-p-D-glucosamina e p-D-glucosamina de quitosanas parcialmente acetiladas
(MARTINS, 2008).

Essas hidrolases ocorrem normalmente nas plantas e podem estar envolvidas na defesa
das mesmas contra fungos, pois a quitina € um dos principais componentes da parede celular
fangica. A atividade dessas enzimas também pode ser elevada nos tecidos vegetais em
resposta a infecgdo e a tratamentos hormonais e quimicos (PASCHOLATI e LEITE, 1995).
Diversos tipos (classes) e isoformas de B-1,3 glucanases e quitinases, acidas e basicas, com
diferentes substratos especificos e atividades especificas estdo constitutivamente presentes nas
plantas (VAN LOON et al., 2006).

2.3.2 Outras enzimas associadas ao processo de defesa

2.3.2.1 Fenilalanina amodnia-liase

A fenilalanina amonia-liase (FAL) (E.C.4.3.1.5) é uma enzima muito estudada e esta
envolvida no metabolismo secundario em plantas. Na planta, os niveis desta enzima podem
variar significativamente, em intervalos de tempo relativamente curtos em resposta a uma
grande variedade de estimulos, pois € extremamente sensitiva ao estado fisioldégico das
plantas (CAMM e TOWERS, 1973).

A reacdo que ela catalisa é uma etapa reguladora importante na formagdo de muitos
compostos fendlicos (TAIZ e ZEIGER, 2009) sendo responsavel pela desaminacdo da L-
fenilalanina, transformando-a em &cido trans-cindmico e amonia. O &cido trans-cindmico

pode ser incorporado em diferentes compostos fendlicos (acido 4-coumarico, acido caféico,
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acido ferdlico, e acido sinapico), os quais estao presentes na formacéo de ésteres, coumarinas,
flavonoides e ligninas (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008). O &cido cindmico, um produto da
reacdo enzimatica, é precursor de uma grande variedade de constituintes secundarios, alguns
dos quais, por exemplo, ligninas (CAMM e TOWERS, 1973).

Nicholson e Hammerschmidt (1992) a consideram precursora da sintese de fendis em
resposta a infeccdo, sendo considerada por Kalaiarasan (2009) a mais importante enzima na
sintese de fenais, fitoalexinas e lignina, o qual afirma que o maximo da atividade especifica
da FAL nas plantas depende das partes examinadas.

De acordo com Camm e Towers (1973) a FAL é um dos fatores limitantes para a
biossintese de compostos fenolicos, pois com o aumento da sua quantidade no tecido das
plantas hd um aumento dos compostos fendlicos, deste modo, o aumento na atividade da FAL
esta relacionado com a lignificacdo, embora tecidos ndo lignificados podem também
apresentar elevada atividade enzimatica para esta enzima, assim ndo ha a correlacdo da FAL e

a lignificacdo nas plantas.

2.3.2.2 Polifenoloxidases

A polifenoloxidase (PFO) (EC 1.14.18.1) tem sido purificada e caracterizada em
diversas espécies de plantas e em uma variedade de tecidos (MAYER, 2006).

A atividade de muitas enzimas fenol oxidases (polifenoloxidases) é geralmente alta em
tecidos infectados de variedades resistentes quando comparada as variedades suscetiveis
infectadas ou em plantas sadias ndo infectadas. A importancia da atividade da PFO na
resisténcia as doencas esta na propriedade de oxidar compostos fendlicos para quinonas, que
sd0 mais tdxicas para microrganismos que os fendis (AGRIOS, 2005). Estas enzimas sdo
amplamente distribuidas entre as espécies de plantas, sendo encontrados também em varias
especies de bactérias, numerosos fungos e algas (MAYER e HAREL, 1979). Sdo enzimas
oxidativas amplamente estudadas, cujos efeitos sobre a descoloracdo nos tecidos vegetais
danificados e doentes tém sido conhecidos ha muitos anos (CONSTABEL e BARBEHENN,
2008).

A PFO agrupa um conjunto de enzimas responsaveis pela catalise da reacdo de
oxidacdo de polifendis (o-difendis) transformando-os em quinonas (o-quinonas) (MAYER e
HAREL, 1979). Segundo Mayer (2006) trabalhos sobre o peso molecular das
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polifenoloxidases nas plantas € diverso e variavel. Deve-se supor que parte desta variabilidade
é devido a proteolise parcial da enzima durante o seu isolamento.

Um aumento da atividade da PFO resultara em uma alta concentracdo de produtos
toxicos da oxidacdo e, portanto, graus mais elevados de resisténcia a infeccdo (AGRIOS,
2005).

A PFO geralmente é abundante em tecidos infectados e esta envolvida nos
mecanismos de defesa ou na senescéncia (AGRIOS, 1997), no processo de escurecimento em
alimentos, principalmente em frutas e durante o processamento e armazenamento
(CARNEIRO et al., 2003). As PFOs e peroxidases lideram a degradacdo oxidativa de
compostos fendlicos proximo ao local da descompartimentalizacdo celular provocada por
patdgenos (CAMPOS et al., 2004).

2.4 Inducéo De Resisténcia

Na natureza ha uma grande diversidade de microrganismos que estdo diretamente em
contato com as plantas, mas que ndo causam, na sua maioria, qualquer dano a estas,
evidenciando a predominancia da resisténcia sobre a suscetibilidade. Caso isso ndo ocorresse,
qualquer destes microrganismos seria capaz de infectar uma planta, 0 que ocasionaria, em
pouco tempo, a extin¢do das espécies vegetais (PASCHOLATI e LEITE, 1994).

A inducéo de resisténcia é também conhecida como inducdo de protecdo ou imunidade
adquirida e envolve a ativacdo dos mecanismos latentes de resisténcia em uma planta através
de tratamentos com agentes externos que podem ser bidticos (microrganismos viaveis ou
inativados) ou abioticos (metais pesados ou acibenzolar-S-metil), sem alteracdo do genoma da
mesma (CAVALCANTI et al.,, 2005; BENHAMOU e BELANGER, 1998; ROMEIRO,
2000).

A protegdo induzida é dependente do intervalo de tempo entre o tratamento inicial
(tratamento com o indutor) e a inoculacdo do patégeno (tratamento com o provocador ou
desafiador) em que o agente indutor é considerado qualquer composto ou fator capaz de ativar
mecanismos de defesa da planta, e o eliciador ou elicitor é a molécula presente em um
indutor, responsavel direto pela ativagdo dos mecanismos de defesa. A protecdo induzida
pode se manifestar local ou sistemicamente, a distancia do ponto de aplicacdo do indutor e
penetracdo do patégeno (PASCHOLATI, 2011).
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A inducdo de resisténcia pode ocorrer em condi¢Ges controladas e também no campo,
cujas vantagens sdo: amplo espectro de acdo com efetividade contra virus, bactérias, fungos e
nematoides; carater sistémico; e transmissdo por enxertia. As desvantagens sdo: esta
resisténcia € parcial, incompleta e com o passar do tempo pode ser necessario reativar a
inducdo. Por outro lado, por ser parcial e inespecifica, a resisténcia induzida ndo impde
pressdo de selecdo sobre o patdgeno, dificultando a quebra de resisténcia (SILVA e
RESENDE, 2001).

Segundo Pascholati (2011), dependendo do indutor e da planta utilizadas, o efeito
protetor pode durar desde poucos dias até algumas semanas ou mesmo por todo o periodo de
vida da planta. A protecdo induzida em plantas envolve a ativacdo de mecanismos de
resisténcia representados por barreiras bioquimicas e estruturais ja mencionados
anteriormente.

A protecdo sistémica em plantas deve-se mencionar a resisténcia sistémica adquirida
(RSA) e a resisténcia sisttmica induzida (RSI) que sdo fendmenos distintos, mas
fenotipicamente semelhantes (PASCHOLATI, 2011; STICHER et al., 1997) no sentido de
que as plantas, ap6s exposi¢do a um agente indutor, tém seus mecanismos de defesa ativados
ndo apenas no sitio de infeccdo, como também em outros locais distantes dele (STICHER et
al., 1997). Assim, a RSA envolve o acimulo de proteinas-RP como mecanismos induzidos de
defesa da planta. Quanto a rota de sinalizag¢do sua inducéo é salicilato — dependente, podendo
resultar em alteracbes visuais (necroses, por exemplo) na planta que sofreu inducdo e
geralmente induzida por patdgenos ou ativadores quimicos e a amplitude da inducéo € parcial
(ROMEIRO, 2002).

No caso da RSI ndo ha o acimulo de defesas induzidas de proteinas-RP, a planta que
sofreu inducdo ndo exibe alteragdes visuais na planta, o agente indutor é usualmente um
microrganismo ndo patogénico e sua inducdo ndo e salicilato — dependente. A rota de
sinalizacdo é associada a jasmonatos e etileno e a amplitude da inducdo é generalizada
(ROMEIRO, 2002).

Segundo Steiner e Schénbeck (1995) os principais critérios basicos para confirmar a
real ocorréncia de resisténcia induzida séo:

- Auséncia de efeitos toxicos do agente indutor sobre o patdégeno desafiante;

- Supressdo da resisténcia induzida pela exposi¢do prévia da planta a substancias quimicas
que inibem a expressao de genes do hospedeiro;

- Necessidade de um intervalo de tempo entre a exposicao da planta ao indutor e a expressao

da resisténcia;
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- Auséncia da relacdo entre magnitude da resisténcia expressa e quantidades crescentes do
indutor aplicado;

- Inespecificidade de protecéo;

- A resisténcia deve ser local e sistémica e

- A resisténcia deve ser dependente do genétipo da planta.

O processo de inducgéo de resisténcia gera custos para a planta, pois ha a competicao
por substrato comum e energia no seu desenvolvimento ou quando for necessario realizar a
defesa contra os patdgenos. Desta forma, a planta deve balancear os investimentos nesses
processos (GAYLER et al., 2004) pois apresenta um custo metabolico e envolve a ativacao de
mecanismos de defesa latentes existentes nas plantas que sdo ativados a partir do momento
em que ocorre a chegada do patégeno (HEIL e BOSTOCK, 2002; HAMMERSCHIMIDT e
DANN, 1997). Ao contrério, a resisténcia constitutiva representa um custo real para a planta,
que aloca seus limitados recursos na producdo de defesas, independente da presenca do
patégeno (KUHN e PASCHOLATI, 2010).

O custo metabdlico é explicado pela repressao de alguns genes (KUHN e
PASCHOLATI, 2007) que pode ocorrer para balancear o metabolismo total e equilibrar os
custos dentro da planta, assim menor importancia sera dada a uma atividade fisiologica que no
momento tornou-se secundaria (LOGEMANN et al., 1995).

Segundo Kuhn e Pascholati (2007) é necessario considerar a elevagdo dos custos dos
processos internos e os custos ecoldgicos ou indiretos da resisténcia (que requer interaces
com outras especies para ser expresso), envolvendo alteragdes no relacionamento com
organismos benéficos ou maléficos.

Heil e Baldwin (2002) definiram que o custo da resisténcia induzida é todo efeito
negativo sobre a adaptabilidade da planta que resulta da expressdo de caracteristicas de
defesa. Iriti e Faoro (2003) afirmam que as plantas que investem suas energias no processo de
defesa, quando o patogeno estd ausente, estardo desperdicando seus recursos e,

consequentemente, esta acdo sera refletida na sua produtividade.

2.4.1 Indutores abioticos

Desde que se iniciou o cultivo de espécies alimenticias, as doencas de plantas

representa uma das principais preocupagdes para 0 homem ao longo dos Gltimos séculos e
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juntamente a esta € acrescido a preocupacdo na utilizacdo de produtos que ndo contamine 0s
alimentos, solo e agua e assim refletindo na qualidade de vida das popula¢des. Devido a estes
fatores, alternativas para suprir estas necessidades sdo estudadas e uma delas é a resisténcia
sistémica adquirida (RSA) (ATHAYDE SOBRINHO et al., 2005) e conforme Siegrist et al.
(1998) € uma das alternativas mais viaveis a serem usadas a curto prazo quando se pensa na
substituicdo dos tradicionais agroguimicos na agricultura moderna o qual € utilizado diversos
compostos com capacidade de ativar a resisténcia.

Dentre os indutores abi6ticos, o acido salicilico (AS) e seus analogos sdo 0s mais
importantes. Um exemplo é o acibenzolar-S-metil (ASM), que se revelou um potente ativador
de resisténcia sisttémica adquirida (RSA), conferindo protecao em condicBes de campo contra
um amplo espectro de patogenos de diversas espécies de plantas cultivadas (GORLACH et
al., 1996).

2.4.1.1 Acibenzolar-S-metil

A resisténcia em plantas pode ser quimicamente induzida com compostos que podem
imitar a acdo do é&cido salicilico (AS) como o acibenzolar-S-metil (ASM) e acido 2,6-
dicloroisonicotinico (INA) (OOSTENDORRP et al., 2001). O INA e 0 ASM podem induzir
resisténcia em diversas culturas e controlar doencas causadas por fungos, bactérias e virus. O
ASM ¢ o primeiro ativador quimico desenvolvido para inducdo de resisténcia (WALTERS et
al., 2005).

Os indutores podem atuar de diferentes formas, porém, sempre levando a ativacdo do
sistema de defesa das plantas. O ASM € um analogo do &cido salicilico (AS), que age
induzindo a ativacdo de genes que codificam proteinas-RP e enzimas relacionadas com a
producéo de fitoalexinas e lignina (RESENDE et al., 2000).

O ASM é um ester S-metil do &cido benzo (1,2,3) tiadiazole-7-carbotidico, empregado
como indutor de resisténcia em varias espécies vegetais. Sua eficiéncia € maior se comparado
com AS, apresentando baixa fitotoxidez, e apresenta mecanismo de a¢do como mensageiro
secundério, levando a expressao de genes relacionados 8 RSA (KUNZ et al. 1997).

A aplicacdo prévia de ASM em plantas resulta na ativacdo de diversos mecanismos de

defesa, o que confere protecdo sistémica contra diferentes patdégenos (IRITI e FAORO, 2003).
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O ASM promove a inducao das proteinas-RP tais como a -1,3-glucanase e quitinase, que sdo
capazes de degradar a parede celular de fungos e bactérias patogénicas (SILVA et al., 2001).

Silva et al. (2004) avaliaram o efeito do ASM em tomateiro inoculado com M.
incognita, utilizando cultivares resistente Débora Plus e suscetiveis Kada e Santa Clara, e
obtiveram como resultado uma reducdo no nimero de galhas em até 52,6% em relacdo a
testemunha. A aplicacdo do ASM reduziu igualmente o nimero de galhas e massas de ovos
comparadas com a testemunha nédo tratada, demonstrando o efeito significativo do ASM na
interagdo nematoide-planta no aumento da resisténcia em plantulas suscetiveis aos J2.

Ao contrério, Salgado et al. (2007) avaliaram o efeito de indutores de resisténcia
(fosfito de potassio, ASM, silicato de potassio e acido salicilico) sobre M. exigua em cafeeiro
(Coffea arabica L.) Catuai - 144 e dos indutores testados apenas 0 ASM ndo apresentou efeito
indutor contra o nematoide nas mudas de cafeeiro tratadas, ndo interferindo na ecloséo e
mortalidade in vitro dos J2 de M. exigua, demonstrando que esse produto ndo possui efeito
toxico direto sobre este nematoide.

Assuncdo et al. (2010) testaram o efeito do ASM sobre a densidade populacional de
M. incognita em mudas de cana-de-agUcar (Saccharum spp.) e ndo detectaram diferencas
significativas sobre a densidade populacional e o fator de reproducéo do patogeno.

Resultados positivos para a resposta de inducéo de resisténcia utilizando o ASM como
indutor foram obtidos em soja infectada por Rotylenchulus reniformis e M. javanica, com
uma Unica aplicacdo do indutor por asperséo na parte aérea a uma concentracio de 50 mg L™
As plantas tratadas com ASM, segundo Chinnasri et al. (2003), expressaram resposta de
resisténcia para as duas espécies reduzindo a fecundidade para M. javanica e ndo exercendo

efeito direto de toxidade para as duas espécies.

2.4.2 Indutores bioticos

2.4.2.1 Bacillus cereus

Os agentes bidticos sdo microrganismos vidveis ou inativados e podem ativar 0s
mecanismos de defesa da planta (STANGARLIN e PASCHOLATI, 1994) de forma
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localizada ou sistémica, atuando no controle de patdgenos como bactérias, fungos, virus,
nematoides e insetos (DUKE et al., 1987).

Este fendbmeno pode acontecer em casa de vegetacdo e no campo e pode ser uma
alternativa para controle de doengas reduzindo a utilizacdo de produtos quimicos. Os
microrganismos que podem ser utilizados como indutores bi6ticos s&o os fungos e oomicetos,
leveduras (Saccharomyces cerevisiae), bactérias (espécies de Bacillus) e virus (DI PIERO et
al., 2005).

Trabalho realizado Siahpoush et al. (2011) avaliaram o efeito antagonista de B. cereus
e acido salicilico (AS) de forma individual e combinada no controle de M. javanica em
pepino. A utilizacdo do agente de biocontrole e do indutor quimico reduziram o ndmero de
galhas, massa de ovos e nimero de ovos no sistema radicular. Analises bioquimicas foram
realizadas e observou-se um aumento na atividade dos compostos de defesa como peroxido de
hidrogénio e peroxidase no quarto e quinto dia apds a inoculacao, e ap06s este periodo houve
um decréscimo gradual.

Silva et al. (2004) observaram em tomateiro induzido por B. cereus, isolado de solo
rizosférico, aumento da resisténcia a patdgenos como Alternaria solani, Oidium lycopersici e
Stemphylium solani.

Swarowsky (2010), utilizando o produto NemOut®, que em sua composi¢do possuia
Bacillus lincheniformis, Bacillus subtilis e Trichoderma longibrachiatum, em diferentes
doses, avaliou o controle em M. incognita raca 3 em tomateiros cultivados em vasos, e

verificou sua acdo sobre a reproducdo do nematoide, diminuindo a oviposic¢éo e ecloséo de J2.

2.4.3 Indutores de origem biotica

Os indutores de origem bidtica sdo os extratos, compostos ou moléculas extraidas de
organismos vivos como plantas e microrganismos. Trabalhos desenvolvidos comprovam o
efeito do extrato bruto ou Gleo essencial, obtido a partir de plantas medicinais, para o controle
de fitopatogenos, pois apresentam em sua constituicdo compostos secundarios responsaveis
pela inducdo de resisténcia. Estes compostos podem pertencer a diversas classes de
substancias quimicas, como alcaldides, terpenos, ligninas, flavondides, cumarinas,
benzendides, quinonas, xantonas, lactonas e esterodides entre outros (DI STASI, 1996).

O extrato bruto ou 6leo essencial obtidos de plantas medicinais apresentam acao

fungitoxica direta, inibindo o crescimento micelial e germinacdo de esporos. Como exemplo
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de alguns deles tem-se: alecrim (Rosmarinus officinalis), manjerona (Origanum mangerona),
eucalipto-lima (Eucalyptus citriodora), erva cidreira (Lippia alba), cdrcuma (Curcuma
longa), avenca (Adiantum capillus-veneris), cravo-de-defunto (Tagetes patula) e capim-liméo
(Cymbopogon citratus) entre outros (SCHWAN-ESTRADA et al., 2000).

Meinerz (2010) induziu mecanismos de defesa em sorgo, particularmente quitinase,
com a aplicacdo de fracGes parcialmente purificadas de Adiantum capillus-veneris, através da
cromatografia de filtracdo em gel e precipitacdo com sulfato de amonio.

Franzener et al. (2007) verificou o efeito toxico, em testes realizados in vitro,
utilizando extratos aquosos de flores, folhas e raizes de Tagetes patula obtidos por infusdo,
em ovos e J2 de M. incognita e pela aplicacdo dos extratos aquosos em plantas inoculadas de
tomateiro cv. Santa Cruz Kada cultivadas em vaso na parte aérea, no solo ou em ambos. O
maior efeito nematicida foi obtido com extrato de raiz que promoveu a mortalidade em 68%
dos J2. O extrato aquoso da flor, sem diluicdo, inibiu em até 62,2% a formacdo de galhas e
61,5 e 52,8% o0 numero de J2 no solo e de ovos nas raizes, respectivamente, comprovando o
efeito nematicida e possivelmente o aumento da resisténcia das plantas.

Becker (2005) avaliou o efeito de extratos de capim-limao, alecrim, circuma e solucéo
de curcumina no controle de doencas de final de ciclo causadas por Septoria glycines e
Cercospora kikuchii e oidio (Microsphaera difusa) em soja. No ensaio in vitro, verificou que
0 extrato de capim-limé&o inibiu o crescimento micelial de C. kikuchii e no ensaio a campo o
extrato bruto de alecrim e curcuma protegeram a soja contra as doencas de final de ciclo,
protecdo esta que ndo envolveu a ativagdo de peroxidases.

Kuhn et al. (2006) estudaram o efeito bactericida do extrato aquoso de rizomas de
diferentes gendtipos de curcuma (Curcuma longa) em Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis in vitro. Verificaram que a circuma exerceu atividade antibacteriana in vitro, com
inibicdo completa do crescimento da bactéria na concentragdo de 10% para o material
proveniente de Mercedes - PR, enquanto que para curcuma de Jaboticabal - SP houve inibicao
total a 15% e de Mara Rosa - GO a 20%. A circuma proveniente de Maringa - PR ndo inibiu
completamente o crescimento em nenhuma das concentragdes utilizadas. Os extratos de
curcuma ndo apresentam efeito curativo em manivas de mandioca infectadas pelo patdgeno.

Balbi-Pefia et al. (2006a) avaliaram a atividade fungitoxica in vitro dos extratos de
carcuma e da curcumina contra Alternaria solani obtendo resultados que indicaram o
potencial antifungico desses compostos contra o patdgeno em que 0s extratos de circuma a 10
e 15% ndo autoclavados inibiram em 38,2% e 23,2%, respectivamente, o crescimento micelial

e 71,7% e 87%, respectivamente, a esporulacédo do fungo.
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Em trabalhos realizados na casa de vegetacdo, Balbi-Pefa et al. (2006b), observaram
gue a curcumina e 0s extratos brutos de cdrcuma apresentaram niveis de controle de pinta
preta (Alternaria solani) do tomateiro semelhantes ao tratamento com fungicida cuprico, mas
foi inferior ao tratamento com azoxystrobin. Os autores verificaram também que a aplicagédo
de extrato de clrcuma a 10% em plantas de tomateiro provoca uma possivel inducdo de
resisténcia sistémica contra A. solani.

Itako et al. (2008) avaliaram o efeito de extratos brutos aquosos de mil-folhas
(Achillea millefolium), canfora (Artemisia camphorata), capim-limdo (Cymbopogon citratus)
e alecrim (Rosmarinus officinalis) no crescimento micelial, germinacdo e esporulacdo de
conidios de Alternaria solani em ensaio in vitro. Os extratos brutos aquosos néo inibiram o
crescimento micelial, mas apresentaram efeito significativo na reducdo da esporulacdo e
germinacdo de conidios para os tratamentos com canfora, capim-limao e alecrim, este Gltimo
reduziu a porcentagem de esporulacdo do fungo a partir da concentragcdo de 10% em 78,9%.
Em casa de vegetacdo, avaliaram o efeito protetor destes extratos em plantas de tomateiro
com uma aplicacdo preventiva 72 h antes da inoculacdo do patdgeno, e observaram a reducéo
no namero das lesdes em relacdo a testemunha nas folhas acima das tratadas, indicando o

efeito sistémico dos extratos.

2.4.3.1 Alecrim

A espécie Rosmarinus officinalis L., conhecida popularmente como alecrim, é originaria
da Regido Mediterranea e é cultivada em varios paises de clima temperado, de Portugal a
Australia. A planta pertentece a familia Lamiaceae, possui um porte subarbustivo lenhoso, ereto
e pouco ramificado de até 1,5 m de altura. As folhas s@o lineares, coriaceas e muito aromaticas,
medindo 1,5 a 4 cm de comprimento por 1 a 3 mm de espessura. As flores sdo azulado-claras,
pequenas e de aromas forte e muito agradavel (LORENZI e MATQS, 2006).

O alecrim possui propriedades antioxidantes naturais e atividades anti-inflamatorias,
antibacteriana, antimutagénica e anticancerigena (OLUWATUY!I et al., 2004; LEE et al.,
2004).

Os compostos fendlicos sdo representados por flavondides (esterdides do luteol e
diosmetol) e flavonas metoxiladas em C-6 e/ou C-7, e por &cidos fendlicos, sobretudo derivados

cafeicos: acido cafeico, acido clorogénico e rosmarinico. O alecrim caracteriza-se pela presenca
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de diterpenos triciclicos: acido carnosdlico; carnosol (majoritarios); rosmanol; epirorosmanol;
isorosmanol; rosmarinidifenol; rosmariniquinona; rosmadiol; entre outros; assim como pelos

triterpenos (&cido ursdlico e oleandico) e amirinas (BRUNETON, 2001).

2.4.3.2 Clrcuma

A clrcuma ou acafrdo (Curcuma longa L.), uma Zingiberacea originaria do sudeste da
Asia, que possui 0 corante curcumina como um dos principais componentes do rizoma
(CECILIO-FILHO et al., 2000). Conhecida no mercado internacional como "turmeric",
contém 6leos essenciais com caracteristicas antioxidantes e antimicrobianas (DUARTE et al.,
1989; PRUTHI, 1980).

A planta é do tipo herbacea e perene e atinge em média 120 a 150 cm de altura em
condicBes favoraveis de clima e solo. As folhas sdo grandes, oblongo-lanceoladas e obliquo-
nervadas. Possui peciolos compridos, que reunidos em sua base, formam o pseudocaule. O
rizoma principal ou central é periforme, arredondado ou ovoéide, com ramificacbes
secundarias laterais, compridas, também tuberizadas (HERTWIG, 1986). Estes crescem
agrupados no solo, abaixo do colo da planta (MAIA, 1991). S&o os rizomas que representam o
interesse econdmico da cultura.

Na medicina Ayurveda a carcuma é usada principalmente como anti-inflamatério e na
medicina tradicional chinesa é utilizado como estimulante, detergente e diurético entre outros
(REMADEVI et al., 2007).

Segundo Li et al. (2011) C. longa é a espécie mais investigada quimicamente do
género Curcuma e possui, até o momento, 235 compostos e a maioria dos compostos
identificados foram os terpendides e compostos fendlicos diarileptandides (conhecido
vulgarmente como curcumina), diarilpentanoides, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
triterpenoides, alcalbides e esterdis, entre outros. Os diarileptanoides e os diarilpentanoides
possuem um pigmento amarelo muito utilizado na industria alimenticia, que é encontrado
aproximadamente de 3 a 15% na constitui¢do dos rizomas da carcuma.

Os principais curcumindides com atividade bioldégica sdo: curcumina,
desmetoxicurcumina, bisdemetoxicurcumina (BALASUBRAMANYAM et al., 2003),

turmerona, metil-curcumina e curcuminato de sédio (ARAUJO e LEON, 2001).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizagdo Do Experimento

O ensaio foi realizado no més de maio a agosto de 2010 e conduzido em casa de
vegetacdo com ambiente controlado a uma temperatura de 28°C, localizada na &rea de cultivo
protegido do Nucleo de Estagdes Experimentais da Universidade Estadual do Oeste do Parana
— UNIOESTE.

3.2 Cultivo Do Tomate

Sementes de tomate (Solanum lycopersicum) Santa Clara | 5300 da Isla (suscetivel) e
Ivety da Sakata (resistente a M. javanica e M. incognita racas 1, 2, 3 e 4) foram semeadas em
bandejas de poliestireno expandido (isopor) de 200 células contendo substrato comercial. As
mudas foram transplantadas apds 15 dias de emergidas em vasos plasticos de 2 litros (L)
contendo uma mistura de Latossolo Vermelho Eutroférrico (EMBRAPA, 2006), areia e
composto organico na proporcao de 2:2:1, previamente autoclavados por 1 h a 120°C e 1 atm.
Cada vaso continha trés mudas de tomateiro e depois de trés dias da realizacdo do transplante,
apos confirmar o pegamento das mudas, iniciou-se o experimento com a aplicacdo dos

tratamentos.

3.3 Obtencao E Identificacdo De Meloidogyne incognita

A populagdo de M. incognita utilizada nos ensaios foi obtida de tomateiros cultivados
e infectados com o nematoide provenientes de uma propriedade rural localizada no municipio
de Marechal Candido Rondon (Latitude 24° 33’ 28,45 Sul e Longitude 54° 2’ 44,62 Oeste).
As raizes foram coletadas e encaminhadas para analise ao Laboratério de Nematologia da
Universidade Estadual do Oeste do Parana — UNIOESTE, campus de Marechal Candido

Rondon. Fémeas individuais foram extraidas das raizes e identificadas com base na
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configuracdo da regido perineal (Figura 1) (HARTMAN e SASSER, 1985) e feno6tipo para a
isoenzima esterase (Figura 2) (CARNEIRO e ALMEIDA, 2001). A técnica eletroforese de
isoenzimas foi realizada em aparelho vertical modelo MGV-202 em gel de poliacrilamida a
8,23% de concentragdo. Realizado as analises a espécie foi identificada como sendo
Meloidogyne incognita e foi identificado a raca desta espécie utilizando o teste com plantas
hospedeiras diferenciadoras (HARTMAN e SASSSER, 1985) e conforme os resultados
obtidos foi confirmado como sendo a raca 3.

Figura 1 — Corte da regiéo perineal de Meloidogyne incognita

Fonte: O autor.

Figura 2 — Identificacdo pelo fendtipo da isoenzima esterase. Meloidogyne incognita (11) e
Meloidogyne javanica (J3).

Fonte: O autor.
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3.3.1 Extracéo e quantificacdo de M. incognita

Amostras de raizes infectadas de tomateiros com M. incognita foram processadas para
a obtencdo de J2 e ovos conforme a metodologia de extracdo de Bonetti e Ferraz (1981). Para
tanto, as raizes foram lavadas e trituradas em liquidificador com solucdo de hipoclorito de
sodio 0,5%. O triturado foi passado em peneira de 48 mesh sobre peneira de 400 mesh e o
residuo da peneira de 400 mesh recolhido em tubos de centrifuga com o auxilio de um pissete
com agua e em seguida acrescentado o caulim. A solucdo (triturado + agua) foi centrifugada a
1894 g e o0 sobrenadante descartado. O precipitado foi homogeneizado em solugdo de sacarose
(densidade de 1,15 g cm™), centrifugado a 1263 g e o sobrenadante passado em peneira de
400 mesh. O residuo da peneira de 400 mesh foi recolhido em béquer e 1 mL desta solucdo

foi depositado em lamina de Peters para a contagem de J2 e ovos.

3.4 Efeito Dos Indutores De Resisténcia Em Tomateiros Infectados Por Meloidogyne

incognita

Foram realizados dois experimentos simultaneamente. O primeiro para a determinagéo
da resposta para a atividade enzimatica dos dois genoOtipos de tomateiros tratados e
posteriormente infectados com M. incognita. O segundo foi realizado para determinar se
houve o controle do nematoide pela aplicacdo dos tratamentos, avaliando a sua populagéo
através de amostragens de solo para verificar a quantidade de J2 e ovos presentes e contagem
do nimero de galhas existentes no sistema radicular.

O experimento seguiu o esquema fatorial 2 x 6. Foram utilizados os genotipos de
tomate Santa Clara | 5300 da Isla (suscetivel) e Ivety da Sakata (resistente a M. javanica e M.
incognita e M. racas 1, 2, 3 e 4) e seis tratamentos: acibenzolar-S-metil (125 mg i.a L™),
Bacillus cereus (6.10° UFC mL™), alecrim 10%, ctrcuma 10%, agua destilada e uma
testemunha absoluta (sem inoculo e sem pulverizacdo na parte aérea), com cinco repeticdes. A
primeira aplicacdo dos indutores ocorreu trés dias apo6s o transplante e foram aplicadas em
todos 0s vasos na parte aérea dos tomateiros, com excecio da testemunha absoluta. As 72 h
apos a primeira aplicacdo dos tratamentos foi realizada a inoculacdo de 407 J2 e ovos/100
cm®. O indculo foi depositado préximo ao sistema radicular de cada muda de tomateiro. Este

esquema foi utilizado para ambos os experimentos.
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Experimento 1
Para analise de atividade enzimatica os vasos de cada tratamento foram considerados

como uma amostragem, e a muda de tomate em cada vaso era uma repeticdo. Foram
realizadas cinco amostragens e cada amostragem consistia em um tempo de coleta (0 h, 24 h,
48 h, 96 h e 120 h apds a inducdo). No tempo de 72 h ou quarto dia apds a aplicacdo dos
tratamentos, ndo se realizou a coleta de amostras, pois foi realizada a inoculacao de J2 e ovos
de M. incognita (Figura 3). Apo6s a primeira aplicacdo dos tratamentos, um vaso de cada
tratamento era recolhido e encaminhado ao Laboratério de Nematologia onde as mudas de
tomateiro eram lavadas e seccionadas na regido do colo separando a parte aérea do sistema
radicular. O sistema radicular foi acondicionado em envelopes de papel aluminio,
previamente identificado e imediatamente eram armazenadas no congelador a -20°C.
Experimento 2

Para avaliar se houve algum efeito de controle dos tratamentos sobre a populacdo do
nematoide neste ensaio as aplicacBes dos tratamentos foram realizadas a cada sete dias
durante 56 dias (Figura 3).

Experimento 1 Experimento 2
l:_""ﬂ.:_,""\]:',""*. ,r"",“s,r,_i"lhi , Vi ‘ =
(ASM i i( ASM ) (ASM ) & | {(ASM )i { ASM ']\ ASM) (ASM) (ASM) |ASM) [ASM
A R ) I R N - -~ - -
i\ Cur. )l Cur. )0 Cur. ) "G | o Cur. ' Cur. ) l(cur ) (Cur ) (Cur ) (Cur ) [ Cur
! ¥ 1 & il : : -

: / |: K |: / . E : ‘|: II ¥ ~‘ 3 / N\ / /
AL Jol AL B AL B3| ol AL i AL J O AL ) \ AL ) [ AL | [ AL ) [ AL |
1 ,':l ,':l‘\, : E [ :I e :I, N - A ) 4
| ho—~1 B 1HraYal atay:

"\ B.C. h LRC. ) L BL ) ’2%, W B.C. J{ B.C. ) | (B.C.) [B.C.) (B.C.) (B.C. ) (B.C. )
I - B i
(T+h(T+)(n+) " (n+) T+ hl(T+) (T+)(T+)(T+)(T+)
A :: :: : : f::i :I , ‘ \ / \ 7 N
0 e i 7 B R e R Y T.-‘wllx e J ( Bem ) { Tom ] b B} [ ¥ )
N/ NN ! S o iy Il » « VRN J \ ,
0 hora 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h Reaplicacao dos tratamentos a cada 7 dias

amostragem [? 28 32 4¢ 57

Figura 3 — Distribuicdo espacial dos tratamentos correspondentes ao experimento 1 e 2 para
gendtipo resistente e suscetivel: (T-) testemunha absoluta (ndo tratada e néo
inoculada), (T+) tratamento controle com agua destilada, (B.C.) tratamento com
B. cereus, (Al.) tratamento com alecrim, (Cur.) tratamento com cdrcuma e (ASM)
tratamento com acibenzolar-S-metil.
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3.4.1 Preparo dos extratos vegetais e indutores biotico e abidtico

O preparo dos extratos aquosos e dos demais tratamentos era realizado no dia da
aplicacdo e imediatamente apds seu preparo era efetuada a pulverizacdo dos mesmos na parte
aérea dos tomateiros com o auxilio de borrifadores.

Para o preparo do extrato aquoso, foram pesados 10 g do rizoma de circuma ou 10 g
de folhas de alecrim, triturados no liquidificador com 100 mL de agua destilada cada. Em
seguida, foi realizada a filtracdo para ambos 0s extratos aquosos com o auxilio de um funil de
porcelana com papel de filtro, estes inseridos sobre um kitassato acoplado em bomba a vacuo.

Neste experimento o produto comercial utilizado como indutor abidtico foi o Bion®
cujo ingrediente ativo é o acibenzolar-S-metil (ASM), um anélogo do &cido salicilico. Para o
preparo da solucdo 0,02 g do produto comercial foi pesado em balanca analitica e dissolvido
em 100 mL de &gua destilada.

O B. cereus foi multiplicado em placas de Petri no dia anterior a aplicacdo dos
tratamentos. Depois de realizada a repicagem das células bacterianas em camara de fluxo as
placas eram mantidas em uma estufa de crescimento a uma temperatura constante de 28°C. O
B. cereus foi utilizado na concentrag&o de 6.10" UFC mL™ em um volume de 100 mL de 4gua
destilada, a concentracdo da bactéria foi determinada pela leitura de absorbancia em
espectrofotdbmetro a 580 nm.

Apdbs o preparo dos tratamentos cada um deles era adicionado em seus respectivos
borrifadores para posterior aplicacdo realizada a cada sete dias entre as 8 e 9 horas da manha.
Os tratamentos eram pulverizados na regido adaxial e abaxial, das folhas cuidando para que
estivessem totalmente umedecidas, mas sem atingir o ponto de escorrimento e o contato dos
tratamentos com o solo. Os vasos das plantas eram agrupados de acordo com o cultivar, e 0s
tratamentos dispostos em linhas, distribuidos na bancada de forma que estivessem separados a
uma distancia segura para evitar o contato entre as folhas dos tomateiros pertencentes a

tratamentos distintos.

3.4.2 Avaliacéo do sistema radicular dos tomateiros

As plantas provenientes do experimento 2 foram encaminhadas para o Laboratério de

Nematologia 56 dias ap0s a inoculacdo para a realizagdo das avaliacdes. As raizes dos
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tomateiros foram lavadas em d&gua corrente, em seguida secas em papel absorvente e,
posteriormente, foi realizada a contagem do nimero de galhas presentes no sistema radicular

dos tomateiros.

3.4.3 Determinacéo da populacédo de M. incognita presentes no solo

A extracdo de M. incognita foi realizada em aliquotas de 100 cm® de solo, pelo método
do peneiramento (peneiras de 48 sobre 400 mesh) e centrifugacdo em solucdo de sacarose
densidade 1,15 g cm™ (JENKINS, 1964). Os J2 e ovos retidos na peneira de 400 mesh foram

transferidos para placa a lamina de Peters para quantificacdo em microscopio 6tico.

3.4.4 Determinacéo da atividade de enzimas relacionadas a defesa

3.4.4.1 Obtenc&o da preparacao enzimatica

O sistema radicular dos tomateiros coletados e armazenados foram pesados em
balanca analitica, e posteriormente triturados e homogeneizados em 4 mL de tampé&o fosfato
0,01 M (pH 6,0) em almofariz de porcelana previamente resfriado. O homogeneizado foi
centrifugado a 6.000 g durante 20 min. O sobrenadante obtido, considerado como a fracédo
contendo as proteinas solGveis, foi armazenado a -20°C para posteriores analises bioguimicas
(STANGARLIN e PASCHOLATI, 2000).

3.4.4.2 Atividade de peroxidases

A atividade de peroxidases (POX) foi determinada a 30°C, através do método
espectrofotométrico direto (HAMMERSCHMIDT et al.,, 1982). A mistura da solucdo
consistiu de 2,9 mL do substrato para enzima (306 puL de peroxido de hidrogénio P.A., 12,5
mL de guaiacol 2% alcodlico e 87,5 mL de tampdo fosfato 0,01M (pH 6,0)) e 0,1 mL de
preparacdo enzimatica. A cubeta de referencia continha 3 mL do substrato para enzima. A
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reacao foi seguida em espectrofotémetro a 470 nm, pelo periodo de 2 min, com as medidas de
densidade Optica tomadas a cada 15 seg, iniciando-se logo apos a adicdo da preparagédo
enzimatica ao substrato. A atividade foi determinada pela variacdo ocorrida entre os valores
extremos situados na faixa de incremento linear, e expressa em variacdo (A = delta) de

unidade de absorbancia (abs). min™ mg proteina™.

3.4.4.3 Atividade de polifenoloxidase

A atividade das polifenoloxidases (PPO) foi determinada usando-se a metodologia de
Duangmal e Apeten (1999), adaptada por Kuhn (2007). O ensaio constituiu em mensurar a
oxidacdo do catecol convertido em quinona, reacdo esta mediada pela enzima
polifenoloxidase. O substrato foi composto por catecol com 0,1101 g dissolvido em 50 mL de
tampdo fosfato de s6dio 100 mM (pH 6,8), formando uma solucdo de catecol 0,02 M. A
reacao se desenvolveu misturando-se 900 pL de substrato e 100 puL da preparacdo enzimatica.
A temperatura da reacdo foi de 30°C e as leituras em espectrofotdmetro, a 420 nm, foram
realizadas de forma direta em intervalo de 15 s por um periodo de 2 min. O diferencial entre o
aumento constante da leitura da absorbancia foi utilizado para a determinagéo da atividade. A
atividade foi determinada pela variacdo ocorrida entre os valores extremos situados na faixa
de incremento linear, e expressa em variacdo (A = delta) de unidade de absorbancia (abs)

min™ mg proteina™.

3.4.4.4 Atividade de fenilalanina amonia-liase

A atividade de fenilalanina amonia-liase (FAL) foi determinada de acordo com a
metodologia descrita por Umesha (2006), na qual 100 uL. da preparagdo enzimatica foram
acrescidos de 400 pL de tampéo Tris-HC1 0,025 M (pH 8,8) ¢ 500 uL de uma solucéo de L-
fenilalanina 0,05 M (825,9 mg diluido em 100 mL de tampéao Tris-HCI 0,025 M (pH 8,8)).
Incubou-se essa mistura a 40°C durante 2 h. Ao final desse periodo adicionou-se 60 pL de
HCI 5 M para cessar a reagdo, seguindo-se de leitura em espectrofotdmetro a 290 nm. A

atividade de fenilalanina amdnia-liase consistiu da diferenca entre a absorbancia da mistura
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contendo amostra ¢ do controle (100 puL de extrato protéico e 900 puL de tampao Tris-HCI
0,025 M (pH 8,8)), a qual foi plotada em curva padrdo para acido trans-cinamico (y =
0,0095x + 0,0255, onde y e a absorbancia a 290 nm e x a concentracdo de acido trans-

cinamico (ug)) e expressa em pg de acido trans-cinamico h™ mg proteina .

3.4.4.5 Atividade de -1,3-glucanase

A atividade de B-1,3-glucanases foi determinada pela quantificacdo colorimétrica de
acucares redutores liberados a partir da laminarina (VOGELSANG e BARZ, 1993). A reacao
envolveu 100 uL da preparagdo enzimatica, 50 pulL de tampao fosfato de sédio 0,01M (pH 6,0)
e 150 puL de laminarina (2 mg mL™), que foi a 40°C durante 1 h. O controle passou pelo
mesmo processo, porém a adicdo de laminarina foi feita somente ap6s a incubacdo. Os
acucares formados foram quantificados pelo método de Lever (1972), que consiste em extrair
uma aliquota de 30 uL da solugdo anterior e acrescentar a esta 1,5 mL da solug¢ao de hidrazida
do acido p-hidroxibenzéico 0,5% (HAPB) (0,5 g de hidrazida do acido p-hidroxibenzéico
diluida em 20 mL de HCI 0,5 M e acrescida de 80 mL de NaOH 0,5 M). A mistura foi
mantida a 100°C durante 10 min, resfriada, e determinada a absorbancia a 410 nm. A
atividade de B-1,3-glucanases consistiu da diferenga entre a absorbéancia da mistura contendo
amostra e do controle, a qual foi plotada em curva padrédo para glicose (y = 0,002x + 0,0046,
onde y é a absorbancia a 410 nm e x a concentragdo de agucares redutores (ug)) e expressa em

equivalente mg de glicose h™ mg proteina™.

3.4.4.6 Atividade de quitinases

A atividade de quitinases foi determinada pela adi¢ao de 200 uL. de CM-Chitin-RBV,
sob agitacdo, a solugdo com 50 pL da preparacdo enzimatica e 750 pL de tampao acetato de
sodio 0,1 M (pH 5). A mistura foi incubada por 20 min a 40°C. Apds esse periodo as amostras
foram acidificadas com 200 pL de HCI 1 M, resfriadas por 10 min em gelo com 0 objetivo de
parar a reacdo e posteriormente foram centrifugadas a 9500 g por 6 min. A leitura foi

realizada em espectrofotometro a 550 nm. O controle consistiu de 800 pL. de tampao acetato
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de s6dio 0,1 M (pH 5) e 200 uL. de CM-Chitin-RBV (WIRTH e WOLF, 1990). A atividade de
quitinase foi determinada pela diferenca entre a absorbancia da mistura contendo amostra e a
do controle, assumindo-se o valor de uma unidade de enzima para cada unidade de

incremento na absorbancia, sendo expressa em unidades de enzima min™ mg proteina™.

3.4.4.7 Determinacdo de proteinas totais

O teor de proteinas totais foi determinado pelo método de Bradford (1976),
consistindo de 600 uL de tampdo fosfato 0,01 M (pH 6,0), 200 uL de preparacdo enzimatica e
200 pL de reagente de Bradford (250 mg de corante Coomassie Brillant Blue G-250, 125 mL
etanol; 125 mL de acido fosférico (H3PO4) e 250 mL de agua destilada). Apds adicionar o
reagente sob agitacdo e incubar as amostras por 5 min, foi efetuada leitura em
espectrofotdbmetro a 595 nm. Cada amostra foi formada por trés réplicas. A cubeta de
referéncia consistiu de 800 pL de tampéo fosfato 0,01 M (pH 6,0) e 200 pL de reagente. A
absorbancia foi plotada em curva padrdo para proteina (y = 0,0299x + 0,0596, onde y é a

absorbéncia a 595 nm e x a concentracdo de proteina (jg)).

3.4.5 Anédlise dos resultados

Os dados obtidos nos experimentos 1 e 2 foram submetidos a andlise de variancia e
aplicado teste de Tukey (P < 0,05). O programa utilizado para andlise estatistica foi o
software Sisvar (Versdo 5.0) (FERREIRA, 2010).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeitos Dos Tratamentos No Controle De M. incognita Em Geno6tipos Resistente E
Suscetivel De Tomateiro

4.1.1 Efeito dos tratamentos no nimero de galhas presentes no sistema radicular

No gendtipo resistente de tomateiro (Figura 4 — A) as plantas tratadas com clircuma
apresentaram as menores médias para numero de galhas presentes no sistema radicular,
diferindo da testemunha (tomateiros pulverizados com &gua), mas ndo diferiu dos demais
tratamentos.

Para o0 gendtipo suscetivel de tomateiro (Figura 4 — B) foi observado que os indutores
bidticos, abidticos e os extratos de alecrim e clrcuma ndo diferiram estatisticamente entre si,
mas diferiram da testemunha, apresentando menor nimero de galhas no sistema radicular com
uma reducdo de aproximadamente 55,4%.

De acordo com os resultados obtidos e apresentados na Figura 4 houve diferenca
estatistica entre os tratamentos para o gendtipo resistente (A) e suscetivel (B).

Na comparagdo de médias entre 0 gendtipo resistente e suscetivel de tomateiros
(Figura 4 — C) dentro de cada tratamento, ndo houve diferenca estatistica entre os genotipos
para as plantas tratadas com ASM, curcuma, alecrim e B. cereus, mas para a testemunha
houve diferenca significativa entre os dois genotipos, em que o genotipo suscetivel apresentou
maior média que o gendtipo resistente.

O gendtipo resistente apresentou aproximadamente 400 galhas no sistema radicular,
mostrando ser hospedeira do nematoide, no entanto foi 57,84% inferior ao genotipo

suscetivel.
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Figura 4 — Média do numero de galhas presentes no sistema radicular de tomateiros (A)
resistentes, (B) suscetiveis a Meloidogyne incognita e (C) comparacdo de médias
entre os dois genotipos para cada tratamento aplicado. Colunas com mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p < 0,05).

Silva et al. (2002), em trabalho realizado no patossistema M. incognita — tomateiro,
aplicaram o ASM antes da inoculagdo do nematoide obtendo reducéo significativa no nimero
de galhas, massas de ovos e ovos por grama de raiz quando comparado ao controle.
Afirmaram que o ASM pode ter interferido na formacao de células gigantes, afetando o seu
tamanho ou sua eficicia na nutricdo do J2, reduzindo a postura do nematoide no estadio

adulto.
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Segundo Mioranza (2012), a utilizacdo do extrato de circuma aplicado na parte aérea
de plantas de soja reduziu significativamente o nimero de galhas no sistema radicular,
obtendo aproximadamente 60% de reducdo com o extrato na concentracdo de 0,97%.

Muiller (2012) em seu trabalho utilizou o extrato de alecrim aplicado na parte aérea de
soja no controle de M. incongita na cultivar CD 206 e obteve como resultado uma redugéo
significativa para o numero de galhas com a dose minima do extrato correspondendo a 6,68%,
e para esta concentracdo a reducdo no minimo de galhas foi de 51,38%.

Swarowsky (2010), utilizando diferentes doses do produto NemOut® em tomateiros
infestados com M. incognita, ndo observou diferenca significativa entre os tratamentos para o
nimero de galhas, no entanto observou que apesar da presenca das galhas as raizes
apresentaram um bom desenvolvimento.

Kaplan e Keen (1980) sugerem que a falta de alguns nutrientes essenciais pode
explicar a incompatibilidade de algumas plantas com os patdgenos, no caso dos nematoides
pode interferir na diferenciacdo sexual. O aumento do nimero de machos reduz o numero de
galhas na raiz minimizando os danos. Orion (1973) apud Kaplan e Keen (1980) descobriu que
o cloroflurenol, um inibidor de crescimento do grupo das morfactinas, inibiu a formacao de
células nutridoras nas raizes de tomate, retardando o desenvolvimento do nematoide e
aumentando o numero de machos por inibir a divisdo do ndcleo dentro das células nutridoras,
limitando a disponibilidade de nutriente. Trudgill (1972) apud Kaplan e Keen (1980)
observou a translocacdo da hidrazida maleica das folhas para as raizes inoculadas, o que e
impediu o estabelecimento da relagdo entre o patdgeno-hospedeiro pela supresséo da

formacéo das células gigantes, afetando a diferenciacao sexual de M. incognita.

4.1.2 Efeito dos tratamentos no nimero de ovos e juvenis de segundo estadio

Para 0 niimero de ovos quantificados em 100 cm?® de solo, o tomateiro resistente ao
nematoide (Figura 5 — A) ndo apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos aplicados.
Ja para os tomateiros suscetiveis (Figura 5 — B) as plantas tratadas com alecrim
apresentaram a menor média e diferiram estatisticamente das plantas que foram pulverizadas
com agua, mas, ndo diferiu dos demais tratamentos. No entanto, observando o fenémeno

biolégico verifica-se que os tratamentos com indutores da RSA apresentaram valores do
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numero de ovos igual a zero. Diferentemente do B. cereus que atua pela via RSI, assim é
interessante que este fendmeno seja investigado com novos ensaios.

Na comparacdo de médias entre o gendtipo resistente e suscetivel de tomateiros dentro
de cada tratamento (Figura 5 — C) houve diferenca estatistica para as plantas tratadas com
ASM. Para os demais tratamentos ndo houve diferenca significativa para 0 nimero de ovos

presentes em 100 cm® de solo entre os gen6tipos resistente e suscetivel.
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Figura 5 — Média do nimero de ovos de Meloidogyne incognita em 100 cm® de solo coletado
em vasos contendo tomateiros (A) resistentes, (B) suscetiveis e (C) comparacao
de médias entre os dois gendétipos para cada tratamento aplicado. Colunas com
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p < 0,05).
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Mioranza (2012) observou aumento no nimero de ovos no solo em plantas de sojas
infectadas com M. incognita quando utilizou extrato de cdrcuma a 5% e 10% aplicados na
parte aérea, mas observou uma diminui¢do na sua quantidade com o aumento da concentracdo
para 15%, afirmando que este efeito pode ter ocorrido devido as alteracfes bioquimicas nas
raizes de soja pela inducédo de resisténcia pelo extrato de circuma aplicado na parte aérea que
pode ter criado um ambiente desfavoravel para os nematoides no sistema radicular.

Miller (2012), em seu trabalho utilizando diferentes doses de alecrim (0, 1%, 5%,
10%, 15%), ndo observou diferenca estatistica significativa entre os seus tratamentos para
namero de ovos e J2 presentes no solo para as cultivares de soja CD 206 e CD 215.

Para o niimero de juvenis de segundo estadio (J2) quantificados em 100 cm? de solo,
0s tomateiros resistentes a M. incognita (Figura 6 — A) tratados com alecrim apresentaram a
menor média, mas ndo diferiram estatisticamente das plantas que foram pulverizadas com
agua. Ja para o genotipo suscetivel ao nematoide (Figura 6 — B) ndo houve diferenca
significativa para o nimero de J2 no solo.

Na comparacdo entre 0s genotipos dentro de cada tratamento (Figura 6 — C) houve
diferenca significativa para as plantas tratadas com alecrim em que o genotipo resistente
apresentou a menor média em relacdo ao suscetivel, e para as plantas tratadas com B. cereus

onde o gendtipo suscetivel apresentou a menor média em comparacao ao resistente.
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Figura 6 - Média do nimero de J2 de Meloidogyne incognita em 100 cm?® de solo coletado em
vasos contendo tomateiros (A) resistentes, (B) suscetiveis e (C) comparacdo de
médias entre os dois genotipos para cada tratamento aplicado. Colunas com mesma
letra néo diferem entre si pelo teste Tukey (p < 0,05).

Muller (2012) afirmou que em doses mais baixas do extrato de alecrim o nimero de J2
de M. incognita pode aumentar devido ao estimulo provocado por agentes de eclosdo nos
0vos, que poderiam estar presentes no extrato de alecrim. Os agentes de eclosdo podem alterar
a atividade do juvenil no interior do ovo, fazendo com que ele consuma suas reservas
energéticas, de forma a reduzir seu movimento e capacidade de infeccdo apds eclosdo.

Afirmou que as baixas concentracdes deste extrato podem interferir na fase de sobrevivéncia
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do nematoide diminuindo o seu potencial de infec¢do visto que a concentracdo de 5%
mostrou-se a mais eficiente para reducao no nimero de galhas e ovos no solo.

Segundo Swarowsky (2010) o tratamento biolégico sobre a reproducdo do nematoide
reduziu a oviposicao e foi eficiente no controle de eclosdo de J2 de M. incognita, reduzindo o
namero de juvenis para todas as doses testadas. Afirma que a inibicdo da eclosdo pelos
antagonistas do solo foi devido a degradacdo dos exsudatos radiculares que atuam como um
estimulo para a eclosdo dos nematoides. Além disso, estes antagonistas possuem enzimas que
podem degradar a superficies de ovos e atacar os J2 por possuirem enzimas lipoliticas,
proteases e quitinases. A cuticula da maioria dos nematoides do género Meloidogyne é o
composto por colagenos (CHITWOOD e PERRY, 2009) e segundo Baldwin e Perry (2004),
contém componentes sollveis como glicoproteinas, lipidios e glicolipidios. Em J2 de M.
javanica a cuticula contém aproximadamente 7% de carboidratos e a reserva de alimento dos
J2 sdo os lipideos do intestino.

De acordo com Curtis et al. (2009) os compostos toxicos, incluindo extratos de
plantas, tem potencial como agente de controle quando os ovos de Meloidogyne estéo
permedveis, pois nesta fase estdo vulneraveis e ficam suscetiveis aos tratamentos. Esta
fragilidade acontece quando ocorrem mudangas na estrutura do ovo de Meloidogyne,
principalmente no momento anterior a eclosdo do J2, pois nesta fase, o proprio nematoide esta
injetando suas enzimas para romper a casca e eclodir do ovo.

Portanto, a aplicacdo de produtos naturais com atividade antimicrobiana e/ou indutora
de resisténcia € uma opcao de estudo para o controle alternativo de fitonematoides. Conforme
STANGARLIN et al., (1999) as plantas medicinais apresentam varios metabdlitos
secundarios capazes de exercerem estas funcdes.

Os nematoides, quando presentes em um ambiente com as condi¢fes favoraveis ao seu
desenvolvimento, e se, a sua hospedeira for compativel e apresentar um 6timo estado
nutricional, os J2 se desenvolvem e estabelecem uma relacdo parasitaria estavel, podendo
evoluir para o seu estadio final de desenvolvimento e tornando-se adulto. Assim ele
continuara seu ciclo e depositard ovos em uma matriz gelatinosa para continuar a perpetuacao
de sua espécie.

Apesar da quantidade de ovos e J2 de M. incognita inoculado no solo, alguma acao
fisiolOgica na planta ocorreu para que este evento ocorresse e pode ser devido a eliminagdo de
exsudatos radiculares pelas raizes dos tomateiros que tivessem caracteristicas indesejaveis aos
nematoides, com alguma substancia toxica aos J2 e ovos; acdo alelopética, repelindo os

nematoides; inibindo ou estimulando a eclosdo dos ovos. Estes efeitos podem ter sido
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estimulados em funcdo dos tratamentos com o indutor biotico (B. cereus), abidtico (ASM) e
dos extratos vegetais de curcuma e alecrim aplicados visto que, podem ter ativado algum
mecanismo de defesa aumentando a resisténcia das plantas, estimulando a producéo de algum
composto e/ou favorecendo a produgdo de alguma substancia especifica, com caracteristicas
desagradaveis e nocivas ao nematoide, em maior concentracdo, consequentemente impedindo
e/ou dificultando o processo de infeccdo ou colonizacdo, interferindo na reproducdo do
nematoide, este fato pode explicar a pouca quantidade de ovos e J2 produzidos e encontrados
no solo.

Como foi exposto anteriormente, Curtis et al. (2009) afirmam que os exsudatos
radiculares sdo compostos por substancias de baixo peso molecular e alta massa molecular,
alguns deles podem ser toxicos aos nematoides.

Também pode ter ocorrido um estimulo para a eclosdo dos nematoide devido o
emprego dos extratos vegetais. Segundo Dias-Arieira et al. (2008), algumas substancias
naturais podem estimular a eclosdo de nematoides, por promoverem alteracdo na
permeabilidade ou degradacdo da parede do ovo, considerando que as substancias
constituintes da casca do ovo do nematoide sdo a vitelina (localizada na camada externa),
quitina (camada media) e os lipideos (camada interna). Estes compostos poderiam estar sendo
absorvidos pelos ovos, provocando algum efeito direto, degradando a casca do ovo,
inativando o nematoide ou causando alguma deformacdo no juvenil, impedindo o seu
desenvolvimento e posterior eclosdo do ovo.

Wuyts et al. (2006) afirmaram que os flavondis, uma das substancias liberadas pelo
sistema radicular, apresentam acao repelente para J2 de M. incognita, e o0 &cido salicilico atua
como um nematicida e um inibidor da ecloséo dos ovos quando embebidos por esta
substancia, a aplicacdo foliar com AS também suprimiu a infec¢do nas plantas. De acordo
com Branch et al. (2004) o &cido salicilico € um importante componente da defesa de resposta
ao nematoide de galhas mediada pelo gene Mi-1 em tomate.

Wuyts et al. (2006) afirmam que existe pouca informacdo sobre estes compostos,
incluindo os fenilpropandides, em raizes e na rizosfera dos hospedeiros dos nematoides para

realizar uma ligacao entre os estudos in vitro e o comportamento real no solo.
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4.2 Enzimas Relacionadas A Defesa

4.2.1 Relacdo entre gendtipo resistente e suscetivel de tomateiros e os tratamentos para a

atividade radicular das enzimas relacionadas a defesa

Para os resultados obtidos a seguir foi determinada a &rea abaixo da curva de
progresso da atividade enzimatica (A. A. C. P. A. E) para a relacdo entre genotipo resistente e
suscetivel de tomateiros dentro dos tratamentos e para a atividade radicular das enzimas
analisadas em cada tratamento aplicado na parte aérea em tomateiro resistente e suscetivel a
Meloidogyne incognita. Os resultados de A. A. C. P. A. E obtidos foram submetidos ao teste
de média Tukey a 5%.

Conforme os resultados expressos na Figura 7 na atividade de peroxidase (A) e
polifenoloxidase (B) apresentaram diferenga estatistica entre os genotipos resistentes e
suscetiveis para os tratamentos com ASM, clrcuma e alecrim, ndo apresentando diferenga
para o tratamento controle com agua e Bacillus cereus. Para a atividade de peroxidase o
gendtipo resistente apresentou-se 1,16; 1,16 e 1,19 vezes superior ao gendtipo suscetivel para
as plantas tratadas na parte aérea com ASM, clrcuma e alecrim respectivamente. J& para a
atividade enzimatica da polifenoloxidase o gendtipo resistente foi 1,03; 1,04 e 1,05 vezes
superior ao gendtipo suscetivel para as plantas tratadas na parte aérea com ASM, circuma e
alecrim respectivamente.

Os valores obtidos para o gendétipo resistente foi superior quando comparado ao
gendtipo suscetivel, esta diferenca pode ser devido aos niveis constitutivos de peroxidase
encontrado nas plantas de gendtipo resistente. Ainda na Figura 7 para a atividade de B-1,3-
glucanase (C) apenas as plantas tratadas com alecrim na parte aérea apresentou diferenca
estatistica entre os dois gendtipos em que o gendtipo resistente foi 1,06 vezes superior que 0

gendtipo suscetivel.
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dos gendtipos resistentes e suscetiveis de tomateiros inoculados com Meloidogyne
incognita dentro de cada tratamento para as atividades radiculares de peroxidase
(A), polifenoloxidase (B) e B-1,3 glucanase (C). Colunas com mesma letra néo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). C.V (%) = 5,03; 1,10 e 2,52,
respectivamente. Os dados foram transformados por Vx+1.

N&o houve diferenca estatistica para a A. A. C. P. A. E. na interacdo das médias dos

genotipos resistentes e suscetiveis de tomateiros inoculados com M. incognita dentro de cada

tratamento para as atividades radiculares das enzimas quitinase e fenilalanina amonia-liase

(FAL).
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Em trabalho realizado por Owen et al. (1998) detectaram maior incremento na
atividade de B-1,3-glucanase nas folhas de tomateiro 28 dias apos a aplicagdo do ASM,
concluindo que a ativacdo da resisténcia afeta a fisiologia das células nutridoras, e
consequentemente, a nutricdo e o desenvolvimento do nematoide nas raizes.

Brueske (1980), em trabalho realizado com raizes de tomates resistentes infectados
com M. incognita, verificou um significante aumento na atividade enzimatica para FAL as
108 h apds a infeccdo, que refletiu no aumento de compostos fendlicos nas raizes, mas as 120
h apos a infeccéo, ocorreu um decréscimo na sua atividade. No tratamento controle e em
raizes de tomate suscetivel observou-se um decréscimo na atividade desta enzima. Segundo
este mesmo autor, 0 aumento de FAL esta correlacionado com a diminui¢do da concentracdo
fenolica nos tecidos das raizes e um aumento na quantidade de polifenoloxidase contido nas
raizes infectadas do tomateiro resistente. Estas informac6es d&o suporte para a hipotese que a
hipersensibilidade é o resultado da oxidacdo dos compostos fendlicos formando quinonas pela
polifenoloxidase. O esgotamento da disponibilidade dos fendis pode engatilhar um aumento
na atividade de FAL. Afirmando que este aumento pode ser um indicativo da sintese de
fitoalexinas contra o nematoide e que a inatividade desta enzima observada no tratamento
controle e nas raizes de tomateiro suscetivel infectadas ndo pode ser atribuida pela presenca
do nematoide, pois a temperatura elevada no momento da incubacéo (32°C) pode ter sido a
limitagcdo do substrato para a atividade de FAL. Assim, a temperatura foi um fator limitante
para a atividade de FAL auxiliando na predisposicéo da raiz para a infecgéo pelo nematoide.

Na analise do efeito dos tratamentos em tomateiros resistentes para a atividade
radicular de peroxidase (Figura 8 — A) foi observado que o tratamento alecrim diferiu
significativamente do tratamento controle com agua apresentando a média da A. A. C. P. A.
E. superior em 1,19 vezes. Para a atividade radicular de polifenoloxidase (Figura 8 — B) o
tratamento com alecrim diferiu significativamente dos tratamentos controles 4gua e ASM
apresentando a média da A. A. C. P. A. E. superior em 1,06 e 1,04 vezes respectivamente. O
tratamento com B. cereus também diferiu dos tratamentos controles agua e ASM
apresentando a média da A. A. C. P. A. E. superior em 1,05 e 1,03 vezes respectivamente. Na
atividade de p-1,3 glucanase (Figura 8 — C) tambeém o tratamento alecrim diferiu do
tratamento controle com agua, com a média da A. A. C. P. A. E. superior em 1,09 vezes, ndo
apresentando diferenca estatistica significativa para os demais tratamentos.

N&o foi observada a diferenca estatistica para as médias dos tratamentos na A. A. C. P.
A. E. no genotipo resistente de tomateiro inoculado com M. incognita para as atividades

radiculares das enzimas quitinase e FAL.
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Figura 8 — Area abaixo da curva de progresso da atividade enzimatica para as médias das
atividades radiculares de peroxidase (A), polifenoloxidase (B) ¢ -1,3 glucanase
(C) para cada um dos tratamentos aplicados na parte aérea em tomateiro resistente
a Meloidogyne incognita. Colunas com mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p < 0,05). C.V (%) = 5,03; 1,10 e 2,52, respectivamente. Os dados
foram transformados por Vx+1.

Na Figura 9 é apresentada a A. A. C. P. A. E. as médias da atividade radicular de
polifenoloxidase para cada um dos tratamentos aplicados na parte aérea em tomateiro

suscetivel a M. incognita em que os tratamentos alecrim e B. cereus e o tratamento controle
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com agua ndo diferiram estatisticamente entre si mas foram superiores em media 1,03 vezes
aos tratamentos controle com ASM e cdrcuma.

Né&o foi observada a diferenca estatistica para as médias dos tratamentos na A. A. C. P.
A. E. no gendtipo suscetivel de tomateiro inoculado com M. incognita para as atividades
radiculares das enzimas peroxidase, $-1,3 glucanase, quitinase e FAL.

078 - a
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0,75

0,74

A.A.C.P.A E
o

0,73
0,72

0,71 T T T 1
ASM Curcuma Alecrim Bacillus cereus Agua

Figura 9 — Area abaixo da curva de progresso da atividade enzimatica para as médias da
atividade radicular de polifenoloxidase para cada um dos tratamentos aplicados na
parte aérea em tomateiro suscetivel a Meloidogyne incognita. Colunas com
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). C.V (%) = 1,10.
Os dados foram transformados por Vx+1.

No trabalho desenvolvido ndo foi detectado atividade para a enzima FAL, no entanto,
os fendis totais ndo foram determinados, mas a planta pode apresentar a FAL constitutiva,
armazenada, e com isso a rota dos fenilpropandides pode ter sido ativada em algum momento
produzindo os compostos fendlicos. Sabe-se que a FAL é precursora desta rota produzindo
diversos compostos como derivados do acido benzdico, cumarinas, precursores de lignina,
flavonas, isoflavonas, flavonois, antocianinas, taninos condensados, acido caféico e outros
fenilpropandides simples e am6nia. O &acido clorogénico (composto fendlico caracterizado
como um éster de acido caféico e acido quinico) (PASCHOLATI, 2011) é um dos compostos
quimicos encontrado na composicao das plantas de alecrim e de acordo com Hung e Rohde
(1973), o &cido clorogénico localiza-se em maior quantidade nas raizes de tomateiros. Apos a
infeccdo por M. incognita e Pratylenchus penetrans, este composto é oxidado pelas
polifenoloxidases da planta hospedeira e produz quinonas tdxicas que possivelmente agem no
controle contra 0s nematoides.

A amo0nia anidra e hidratada, uréia e outros compostos tém sido usados no controle de
nematoide. A atividade nematicida da amonia depende das condi¢cdes do ambiente, como 0
pH, temperatura e umidade. O pH do solo pode ser o mais importante fator no efeito
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nematicida da amonia pois em condicdes de solo acido a amdnia livre (NHs") em agua é
ionizada para o ion aménio (NH,"), o qual ndo tem efeito sobre os nematoides. Em solos
basicos, a quantidade de aménia ou compostos organicos necessario para o controle do

nematdide geralmente € menor que aquele necessario para solos &cidos (OKA et al., 2000).

4.2.2 Dindmica da atividade enzimatica

4.2.2.1 Atividade de peroxidase

Na atividade de peroxidase para o genotipo suscetivel (Figura 10 - A) foi observado
que nas plantas tratadas com B. cereus a atividade foi 3,66 vezes superior ao tratamento
controle com ASM e este ndo diferiu das plantas tratadas com alecrim as 96 h apds a
aplicacdo dos tratamentos ou 12 h apos a inoculacdo de M. incognita.

Nesta mesma figura para a atividade de peroxidase nos tomateiros resistentes (Figura
10 — B) no tempo de coleta respectivo as 48 h apos a aplicacdo dos tratamentos observou-se
gue os tomateiros tratados com alecrim e B. cereus foram 5,33 e 5,68 vezes superiores que 0
controle com ASM, respectivamente. No tempo de coleta realizado as 96 h apos a aplicacdo
dos tratamentos ou 24 h apds a inoculagdo dos ovos e J2 de M. incognita, os tratamentos com
alecrim e B. cereus foram 10,16 e 9,74 vezes superiores em relacdo aos tratamentos controles

com ASM e agua, respectivamente.
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Figura 10 — Atividade radicular de peroxidase relacionada aos tratamentos aplicados na parte
aérea em tomateiros suscetivel (A) e resistente (B) inoculados com Meloidogyne
incognita. Aindica a aplicagdo dos tratamentos no tempo de coleta O hora e
A indica a inoculagdo de M. incognita ap6s 72 horas. * Indica diferenca
estatistica a 5% pelo teste Tukey.

Zacheo et al. (1982), em experimento com tomateiros infestados com M. inco—gnita
avaliaram a atividade de enzimas peroxidase e superdxido dismutase em plantas resistentes e
suscetiveis e ndo verificaram diferenca estatistica para atividade de peroxidase entre o
tratamento controle e os cultivares suscetiveis e resistentes. Observaram que a infestagdo pelo
nematoide induziu a uma diminuicdo na atividade de peroxidase na cultivar suscetivel, ao
contrario do resultado obtido para a resistente, que apresentou um aumento na atividade de
peroxidase de 52% em relagdo ao tratamento controle. Para a enzima superdxido dismutase
ndo houve diferenca significativa entre cultivares resistentes e suscetiveis sadias. Nas plantas
infestadas a sua atividade diminui na cultivar resistente e aumentou na suscetivel.

Segundo Huang (1985) as células da raiz das plantas resistentes reagem na presenca
do patégeno com uma alta atividade para peroxidase que produziu uma grande quantidade de
radicais livres. Estes radicais livres induzem a resisténcia na planta pela inativacdo do

patégeno. As cultivares resistentes mantém a alta concentracdo dos radicais livres durante o
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processo de defesa pela diminuicdo do nivel de superdxido dismutase que de outro modo
transforma os radicais superoxidos livres em peroxido de hidrogénio e eventualmente em
agua e oxigénio via catalase.

Kuhn (2007), utilizando como tratamentos os indutores ASM e o B. cereus em
feijoeiro contra o crestamento bacteriano (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli), verificou o
efeito dos tratamentos na inducgéo de resisténcia com a reducao da doenca. Nas analises para
atividade enzimatica verificou maior atividade de peroxidase induzida pelos dois indutores
nas plantas de feijdo, afirmando que com o aumento no numero de aplicacdo até o final do
ciclo da cultura, maior foi a atividade, no entanto, para o indutor biético a atividade foi menor
qguando comparada com o0 ASM.

Silva et al. (2004), em experimento realizado também com B. cereus no controle de
Pseudomonas syringae pv. tomato, observaram uma super expressdo da peroxidase,
aumentando em 10 vezes a atividade. Este valor é préximo ao obtido por este trabalho, 9,74
vezes superior ao tratamento controle com agua e ASM para 0 genotipo resistente, ja 0
tratamento com alecrim apresentou uma atividade de 10,16 vezes superior na atividade para
esta mesma enzima no gendtipo resistente em relacdo aos tratamentos controles com ASM e
agua, mas o extrato de alecrim nédo diferiu do indutor bidtico, que apresentou esta atividade
principalmente apos a inoculacdo de ovos e J2 de M. incognita.

Segundo Silva et al. (2004) a inducdo de defesa por indutores bidticos nas plantas
pode apresentar niveis de eficiéncia na supressdao do ataque do patégeno dependendo da
habilidade do mesmo em ativar as respostas de defesa do hospedeiro.

4.2.2.2 Atividade de polifenoloxidase

Na Figura 11 — A para a atividade de polifenoloxidase em plantas suscetiveis os
tratamentos avaliados ndo apresentaram diferenca estatistica para os tempos de coletas que
avaliados.

Na Figura 11 — B para a atividade de polifenoloxidase em plantas resistentes ao
nematoide, as 48 h apo6s a aplicacdo dos indutores, nas plantas tratadas com B. cereus a
atividade foi 9,45 vezes superior ao controle com ASM. As 96 h os tratamentos alecrim e B.
cereus foram 6,36 e 6,58 vezes superior aos tratamentos controle ASM e 4&gua,

respectivamente. No tempo de coleta 120 h o tratamento com alecrim foi 3,46 vezes superior
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ao tratamento controle com agua e B. cereus, e estes Ultimos ndo diferiram entre si para este

tempo de coleta.
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Figura 11 — Atividade radicular de polifenoloxidase relacionada aos tratamentos aplicados na
parte aérea em tomateiros suscetivel (A) e resistente (B) que foram inoculados
com Meloidogyne incognita. 4. indica a aplicagéo dos tratamentos no tempo de
coleta O horae 4 indica a inoculagdo de M. incognita apds 72 horas. * Indica
diferenca estatistica a 5% pelo teste Tukey.

Para as enzimas peroxidase e polifenoloxidase nota-se o aumento de atividade no

tratamento com B. cereus tanto para o genétipo de tomateiro resistente quanto para o

suscetivel, principalmente para o tempo de coleta correspondente as 96 h apds a aplicacdo dos

tratamentos ou as 24 h ap0s a inoculacdo de ovos e J2 de M. incognita no solo.

O desempenho do indutor biotico é explicado por Kuhn (2007), afirmando que o B.

cereus induz a resisténcia sem ativar os mecanismos diretamente, mas sim 0S genes

envolvidos responsaveis na percepcdo do patdgeno. Assim, a partir do momento em que 0

patégeno entrar em contato com a planta hospedeira, neste caso apos a inoculacdo de J2 e

ovos de M. incognita, a maior capacidade de percepcdo deste evento levara ao aumento da

velocidade de resposta dos mecanismos de resisténcia para evitar o avan¢o do patdgeno.
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Dessa forma, a menor atividade ou expressao atenuada da atividade enzimatica podem estar

pré-condicionados a resisténcia e apresentardo maior expressao com a chegada do patogeno.

4.2.2.3 Atividade de quitinase

Para a atividade de quitinase (Figura 12), 24 h ap6s a aplicacdo dos tratamentos os
tomateiros pulverizados com alecrim e curcuma foram 3,66 e 3,77 vezes superior ao

tratamento controle com égua.
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Figura 12 — Atividade radicular de quitinase relacionada aos tratamentos aplicados na parte
aerea em tomateiro suscetivel que foi inoculado com Meloidogyne incognita 72
horas 4 apo6s a aplicacdo dos tratamentos que foram realizados no tempo de
coleta 0 hora 4. . * Indica diferenca estatistica a 5% pelo teste Tukey.

Considerando a composi¢cdo quimica e a rota de formacdo dos pigmentos
curcuminoides que sdo biosintetizados a partir do &cido cindmico via acido chiquimico pelo
intermédio de fenilalanina, o &cido cinamico sofre uma metilacdo formando o acido ferdlico
que esté presente na formacéao de ésteres, coumarinas, flavonoides e lignina e estes compostos
citados poderiam influenciar na atividade de quitinase.

Ainda na figura 12 o B. cereus apresentou diferenca significativa dos demais
tratamentos com uma média superior em 2,79 vezes em relacdo as plantas que foram tratadas
com ASM, clrcuma e alecrim as 24 h apds a inoculagdo de M. incognita ou 96 h apos a

aplicagédo dos tratamentos.
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Para Kuhn (2007), utilizando como tratamentos o0 ASM e o B. cereus em feijoeiro,
verificou que as atividades de quitinase e B-1,3-glucanase foram semelhantes, sendo que a
atividade destas duas enzimas para o indutor ASM aumentava quando recebiam aplicacéo,
porém, decorridos 14 dias o nivel de atividade retornava a valores proximos ao controle. Para
0 indutor B. cereus ndo houve ativagdo de quitinase ¢ -1,3-glucanase.

Observando os resultados obtidos para a atividade das enzimas avaliadas nota-se que
para o tratamento com indutor abiético, ASM, houve menor atividade enzimatica no periodo
de tempo avaliado apds a inducdo dos tomateiros, ndo diferindo do tratamento controle agua
para 96 h ap6s a aplicacdo dos indutores no genétipo resistente, e ainda ndo diferiu
significativamente do tratamento controle com agua para o nimero de galhas no sistema
radicular e J2 presentes no solo. Heil et al. (2000) afirmam que é de grande importancia o
papel do nitrogénio no processo de inducéo de resisténcia mediado pelo ASM, pois em um
ambiente onde este nutriente é limitado, o0 gasto de energia para que a planta ative 0s
mecanismos de defesa é maior, ja que o seu sistema de defesa € dependente deste nutriente, e
a sua deficiéncia pode comprometer a sintese de enzimas e proteinas relacionadas aos
processos de defesa. A inducdo de resisténcia pelo ASM ocorre pela ativagéo de genes que
codificam diversas proteinas relacionadas a patogénese, principalmente quitinase e glucanase
e enzimas envolvidas na sintese de fitoalexinas e lignina como a FAL e também as
peroxidases (REGLINSKI et al., 1997). Observando o fato exposto, e considerando que 0
gendtipo de tomateiro resistente seja exigente quanto a sua nutricdo, possivelmente o
composto organico utilizado para o preparo da mistura do solo pode nédo ter fornecido a
quantidade de nitrogénio suficiente para suprir a necessidade da planta, no entanto, nao foi
observado nas primeiras semanas qualquer sintoma de deficiéncia nutricional nos tomateiros.

A inducéo de resisténcia representa uma nova tecnologia que ndo tem sido estudada
minuciosamente para os fitonematoides como acontece com fungos fitopatogénicos. Ainda é
escasso 0 numero de publicacdes que podem ser utilizadas como referéncia para comparacéo
de resultados e que relatam a eficicia da inducdo de resisténcia de plantas a fitonematoides,
no entanto, ha diversos trabalhos que demonstram a eficiéncia dos tratamentos utilizados

neste trabalho, no controle de diversos patdgenos em outras espécies vegetais.



5 CONCLUSOES

- Houve uma reducdo no numero de galhas no sistema radicular dos tomateiros nao
apresentando diferenca entre 0s geno6tipos para as plantas que receberam os tratamentos com
acibenzolar-S-metil, circuma, alecrim e B. cereus.

- Os indutores avaliados mostraram resultados expressivos na redugao da formacao de galhas
sobre a cultivar suscetivel, confirmando seu potencial na protecdo dos gendtipos utilizados
contra o ataque do M. incognita.

- A peroxidase foi a enzima fortemente associada a resisténcia com a atividade superior no
gendtipo resistente em relacdo ao suscetivel independentemente do tratamento indutor.

- Em tomateiro suscetivel o B. cereus destacou-se na indugdo de peroxidase e quitinase
enguanto que para o tomateiro resistente o alecrim induziu peroxidase e polifenoloxidases.

- Os extratos de alecrim e circuma induziram a enzima quitinase para o gendétipo suscetivel.
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