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RESUMO

O objetivo da tese foi avaliar os efeitos da deficiéncia hidrica e do solo compactado
sobre a interagdo planta x microbiota do solo (fungos arbusculares micorrizicos, rizobactérias
promotora de crescimento de plantas e nematoides de galhas) nas culturas do feijdo caupi
(Vigna unguiculata (L.) Walp.), meloeiro (Cucumis melo L.) e cana-de-agucar
(Saccharum L.). Foram realizados cinco experimentos em casa de vegetacdo. No primeiro
experimento, foi avaliado o crescimento e aspectos bioquimicos do feijoeiro caupi cultivar
EPACE-10 submetido a estresse hidrico e parasitismo de Meloidogyne incognita. No segundo
experimento, avaliou-se o efeito da interacdo estresse hidrico x Bacillus sp. ENM51 x M.
incognita sobre variaveis de crescimento da planta, enzimas e teores de fosforo e nitrogénio
do meloeiro amarelo cultivar Gold Mine. No terceiro experimento, foi estudado o efeito de
quatro niveis de compactagdo no solo no desenvolvimento inicial da cana-de-agUcar variedade
RB 863129 parasitada por M. incognita. No quarto experimento, avaliou-se o efeito de niveis
de estresse hidrico no solo e dos fungos micorrizicos arbusculares (FMA) Claroideoglomus
etunicatum, Gigasporas rosea, Acaulospora longula e Fuscutata heterogama no
desenvolvimento vegetativo inicial, producdo de biomassa fresca e seca, colonizagéo
micorrizica, teores de fosforo, proteinas, enzimas e aminoacido da cana-de-aglcar variedade
RB 857515. E no quinto, foram avaliados efeitos da interacdo estresse hidrico (100 e 50% da
capacidade do pote) x Meloidogyne incognita x FMA (mistura de C. etunicatum, G. rosea, A.
longula e F. heterogama) no desenvolvimento vegetativo, producdo de biomassa, e
multiplicacdo do fungo e do nematoide em cana-de-agUcar variedade RB 863129. O nivel de
estresse hidrico aplicado (50% da capacidade do pote) diminuiu a reproducao de M. incognita
em feijoeiro caupi. O parasitismo de M. incognita potencializou o estresse hidrico induzindo
aumento de proteina solGvel na planta. As respostas das enzimas oxidativas ao estresse
hidrico e parasitismo de M. incognita foram varidveis. A peroxidase ndo foi afetada, a
atividade da catalase foi diminuida pelo parasitismo do nematoide, a da ascorbato peroxidase
foi diminuida pelo estresse hidrico e a da polifenoloxidase foi diminuida pelo estresse hidrico
e/ou parasitismo de M. incognita. Em meloeiro, 0 nematoide diminuiu o comprimento e as
biomassas fresca e seca da haste, a biomassa fresca total e 0 namero de folhas e de flores do
meloeiro amarelo. Além disso, Bacillus sp. diminuiu a reproducdo do nematoide e o nimero
de galhas. Em cana-de-acUcar, 0 aumento dos niveis de compactacdo do solo de 1,65 g cm?

para 1,82 g cm™ proporcionou reducdo na multiplicacdo de M. incognita e aumento no



comprimento do colmo da variedade RB 863129, mas ndo afetou as outras varidveis de
desenvolvimento planta. O nivel de estresse hidrico de 50% CP diminuiu o didmetro do
colmo, a biomassa fresca da parte aérea e raiz da cana-de-acUcar variedade RB 857515, como
também os FMA no solo e raiz da planta. Entretanto, os FMA e o nivel de estresse hidrico de
50% CP, isoladamente ou em conjunto, ndo afetaram a altura da planta, namero de folhas,
matéria seca e teores de fdsforo, proteinas sollveis totais, catalase, ascarbato peroxidase,
polifenoloxidase, peroxidase e prolina da cana-de-agucar. Tanto o estresse hidrico como o M.
incognita diminuiram o crescimento vegetativo e a producdo de biomassa fresca e seca da
cana-de-agucar variedade RB 863129. Os FMA aumentaram a biomassa fresca do colmo e
raiz da cana-de-agucar. O estresse hidrico aumentou as populaces de FMA no solo e raiz. Os
FMA diminuiram o nimero de galhas e o nimero de ovos de M. incognita nas raizes. Tanto o
estresse hidrico como M. incognita reduziram a atividade da enzima ascorbato peroxidase na
cana-de-agUcar, mas o0 nematoide aumentou as concentracBes de polifenoloxidase e de
proteina soltvel na planta. O estresse hidrico reduziu os teores de P das folhas, mas os FMA
aumentam os teores de P no colmo, contudo o aumento de P promovido pelos FMA néo
ocorreu sob estresse hidrico. As atividades das enzimas catalase e peroxidase e do aminoacido
prolina ndo foram afetados pelo estresse hidrico, M. incognita e/ou FMA, 45 dias apds a

inoculagdo do nematoide.

Palavras-chaves: Bacillus, biomassa, Cucumis melo, enzimas, Meloidogyne, Saccharum,

Vigna unguiculata



ABSTRACT

The thesis objective was evaluating effects of drought stress and soil compaction on
plant x soil micro biota interaction (arbuscular mycorrhizal fungi, plant growth-promoting
bacteria and root-knot nematode) in cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp.), meloeiro
(Cucumis melo L.) e cana-de-agucar (Saccharum L.). It was carried out five experiments
under greenhouse. In the first experiment, it was evaluated the development and biochemical
aspects of cowpea cultivar EPACE-10 submitted to drought stress (50 and 100% pot capacity)
and Meloidogyne incognita parasitism. In the second experiment, it was evaluated the drought
stress x Bacillus sp. ENM51 x M. incognita interaction on melon cultivar Gold Mine through
plant growth variables, enzymes activity and phosphorus and nitrogen contents. In the third
study, it was evaluated the effect of four soil compaction levels on the initial development of
sugarcane variety RB 863129 under M. incognita parasitism. In the fourth one, the effect of
soil drought stress and the arbuscular mycorrhizal fungi (FMA) Claroideoglomus etunicatum,
Gigasporas rosea, Acaulospora longula and Fuscutata heterogama on sugarcane variety
RB857515 initial vegetative development, fresh and dry biomass production, mycorrhizal
colonization, enzymes activity and phosphorus, protein and amino acid contents were
evaluated. And, in the fifth study, it was evaluated the effects of drought stress x M. incognita
x FMA (C. etunicatum, G. rosea, A. longula and F. heterogama) interaction on vegetative
initial development, biomass production, nematode and fungi multiplication, and
physiological activity of sugarcane variety RB863129. The hydro stress level (50% pot
capacity) decreased nematode reproduction on cowpea. The M. incognita parasitism
potentiated the drought stress increasing soluble protein level. Oxidative enzyme responses to
either hydro stress or M. incognita parasitism were variable. Peroxidase was not affected,
catalase decreased with nematode parasitism, ascorbate peroxidase decreased with hydro
stress and polyphenol oxidase decreased with hydro stress and/or M. incognita parasitism. In
melon, nematode decreased haste length, haste fresh and dry biomasses, total plant fresh
biomass, leaf and flower numbers; Bacillus sp. decreased nematode reproduction and gall
number. In sugarcane, the increasing in soil compaction level from 1.65 g cm™ to 1.82 g cm™
decreased M. incognita reproduction and increased stalk length of the variety RB 863129, but
it did not affect the other plant development variables. The 50% CP drought stress level
decreased RB 857515 stalk diameter, fresh shoot and root biomass and FMA in soil and roots.
The FMA and the 50% CP drought stress, isolated or in association, did not affect plant
height, leaves number and dry plant biomass as well the phosphorus, total soluble proteins,



catalase, ascarbate peroxidase, polyphenol oxidase, peroxidase, and proline contents in the
variety RB857515. Either drought stress or M. incognita decreased initial vegetative
development and fresh and dry biomass production of the variety RB 863129. The FMA
increased fresh stalk and root biomass. Hydro stress increased FMA population in soil and
roots. The FMA decreased gall and nematode numbers in roots. Either drought stress and M.
incognita decreased ascorbate peroxidase contents in sugarcane, but the nematode increased
polyphenol oxidase and total soluble protein in plant. Drought stress decreased P content in
leaves but FMA increased P content in stalk, however, the increase in P promoted by the
FMA did not occur under hydro stress. Catalase, peroxidase and proline levels were not affect
by hydro stress, M. incognita and/or FMA, 45 days after nematode interaction.

Keywords: Bacillus, biomass, Cucumis melo, enzyme, Meloidogyne, Saccharum, Vigna

unguiculata
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INTRODUCAO GERAL

Muitas pesquisas do inicio do seculo XX focaram no crescimento, desenvolvimento e
produtividade das culturas, como também nas respostas das plantas ao deéficit hidrico,
compactagdo e biomassa microbiana do solo (rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas, nematoides de galhas e fungos micorrizicos arbusculares). Contudo, o
desenvolvimento agricola depende fortemente da disponibilidade de agua, cuja oferta é
baixissima em regides aridas e semiaridas. Nessas regides ha queda na producdo agricola
familiar devido, principalmente, a alta incidéncia de periodos de estiagem, a degradacéo do
solo e a deficiéncia de nutrientes. Esse quadro ressalta a necessidade de programas que
incentivem o desenvolvimento de sistemas de producdo sustentaveis e de baixo custo
tecnoldgico, especialmente com plantas ja adaptadas.

O potencial genético de tolerancia da cultura a seca ou ao grau de compactacédo solo,
em muitos casos esta associado as caracteristicas do sistema radicular. Por outro lado, a
comunidade microbiana do solo pode fornecer mecanismos para melhorar a produtividade
agricola dessas culturas, mudando o enfoque convencional para uma abordagem sustentavel.
A difusdo do conceito de qualidade do solo vem ganhando espaco entre pesquisadores e
agricultores. Entretanto, embora estudos com a comunidade microbiana do solo sejam
intensos em regides temperadas, sdo relativamente recentes em regides subtropicais e
tropicais.

Considerando a importancia dos efeitos do clima semiarido na microbiota do solo e no
vigor e sobrevivéncia das culturas, estudos sobre as respostas morfolégicas e fisiologicas de
culturas de expressdo econémica e social para o nordeste brasileiro é fundamental para adocao

de estratégias de manejo eficientes, de baixo custo e de baixo impacto ambiental.



CAPITULO 1

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Importéncia da deficiéncia hidrica na agricultura

A seca, por outro lado, é um fenébmeno frequente e caracteristico do nosso pais,
principalmente nas regifes semiaridas e aridas, que apresentam intensidade e efeitos variaveis
no espaco e no tempo. Uma vez que a seca € desencadeada por persistente auséncia de
pluviometria significativa, onde a variabilidade espacial da precipitacdo torna muito mais
frequente as ocorréncias de fenémenos regionais de seca (MENESES et al., 2006), e devido a
reducdo dessa disponibilidade de agua nos solos, hd uma grande influéncia na sobrevivéncia e
adaptacdo das espécies vegetais neste ambiente (FIGUEIROA et al., 2004).

Estudos da resposta das plantas a deficiéncia hidrica sdo favoraveis e importantes para
0 aumento da producdo agricola, mesmo nas areas de maxima produtividade (BRUCE et al.,
2002), sobretudo em &reas marginais para a agricultura (PAYNE, 2000; WINKEL et al.,
2001). Acredita-se, também, que os gendtipos de plantas selecionados em regides secas sao
mais tolerantes a desidratacdo do que aqueles selecionados em regides imidas (PIMENTEL,
2004).

Entre os varios fatores limitantes da producdo vegetal, a deficiéncia hidrica ocupa
posicdo de destaque, pois além de afetar as relagcBes hidricas nas plantas, alterando-lhes o
metabolismo, é fenbmeno que ocorre em grandes extensdes de areas cultivaveis (NOGUEIRA
et al.,, 2001); ocasiona mudancas na particdo dos carboidratos no interior da planta,
condicionando as plantas a desenvolver mecanismos de adaptacdo e resisténcia. Os efeitos do
ambiente no crescimento, desenvolvimento e produtividade vegetal sdo essenciais a avaliacdo
dos efeitos desses fatores nos diversos processos fisioldgicos do crescimento das espécies de
importancia econdmica e ecoldgica, visto que a deficiéncia hidrica aumenta a resisténcia
difusiva ao vapor d’agua, mediante fechamento dos estdmatos, aceleracdo da senescéncia e a
absciséo das folhas, reduzindo o rendimento da transpiragdo, o suprimento de CO, para a
fotossintese, a expansdo celular (area foliar) e a condutancia estomatica e, conseqlientemente
na acumulacdo de matéria seca (SOUZA et al., 2001; CABRAL et al., 2004; PIMENTEL,

2004; TAIZ; ZEIGER, 2009), acentua o crescimento de raizes, aumenta a resisténcia ao fluxo



de 4gua e a disposicdo de cera na folha, e altera a dissipacdo de energia das folhas (TAIZ;
ZEIGER, 2009).

1.2. Atividade fisioldgica das plantas submetida a deficiéncia hidrica

O déficit hidrico pode ser definido como todo conteldo de agua de um tecido ou
célula situado abaixo do contetido de agua mais alto exigido no estado de maior hidratacéo.
Quando esse estresse apresenta evolucdo suficientemente lenta para permitir mudancas nos
processos de desenvolvimento da planta, este tem vérios efeitos sobre o crescimento e
desenvolvimento morfofisioldgico das plantas. Contudo, o estresse provocado por déficit
hidrico leva a expressdo de conjuntos de genes envolvidos na aclimatacdo e adaptacdo ao
estresse. Esses genes atuam como mediadores de muitas respostas celulares e de toda a planta.
Além disso, a deficiéncia hidrica, muitas vezes esta associada a salinidade na biosfera das
raizes e ao estresse por calor nas folhas, resultando, assim, na diminui¢do do esfriamento
evaporativo devido a baixa transpiracdo (TAIZ; ZEIGER, 2009).

A resposta mais proeminente das plantas a deficiéncia hidrica consiste no decréscimo
da producdo da area foliar, do fechamento dos estdmatos, da aceleracdo da senescéncia, da
turgescéncia, da taxa fotossintetica e da abscisdo das folhas (PIMENTEL, 2004; TAIZ;
ZEIGER, 2009).

Segundo Miller et al. (2010), a deficiéncia hidrica, especialmente sob alta intensidade
de luz ou em combinacdo com outros tipos de estresse, afeta a fotossintese e aumenta a
fotorespiracdo, alterando a homeostase das células e causando um aumento na producdo das
espécies reativas de oxigénio (ROS). A seca e o calor causam danos significativos a
integridade da membrana celular e na peroxidacdo lipidica, a combinacdo destes aumenta as
perturbacdes fisioldgicas das plantas, a exemplo da assimilacdo fotossintética de CO, e
atividade fotoquimica (SILVA et al., 2010). Assim, o estudo das enzimas que regulam a acdo
antioxidante dentro das células vegetais ganhou ainda mais notoriedade.

1.3. Atividade enzimatica das plantas sob deficiéncia hidrica

As plantas frequentemente estdo expostas a estresses biodticos e abiodticos que

prejudicam o crescimento e a produtividade. Estes estresses desencadeiam varias respostas,



desde alteracbes na expressdao génica e metabolismo celular até variacbes na taxa de
crescimento e producédo de biomassa (PIMENTEL, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2009).

O estresse oxidativo estimula a biossintese de componentes antioxidantes e aumenta a
atividade de enzimas antioxidantes. Contudo, no inicio do estresse, pode haver reducdo de
algumas atividades antioxidantes, contribuindo para um aumento de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Enzimas que protegem as células e compartimentos sub celulares vegetais
dos efeitos citotoxicos das ROS influenciam diversas reacdes envolvidas na sinalizacdo de
defesa vegetal. Suas concentracdes e atividades relacionam-se a muitos processos fisioldgicos
envolvidos em mecanismos de sinaliza¢do celular na defesa vegetal ou no estresse oxidativo
(SOARES; MACHADO, 2007), sendo crucial ndo sé para compreender 0S processos
metabolicos oxidacdo-reducdo das plantas como, também, as relacdes entre a homeostase
celular e, o crescimento e desenvolvimento destas (FOYER; NOCTOR, 2009).

As ROS sao formas reduzidas de oxigénio atmosférico, que normalmente resultam da
excitacdo do O, para formar oxigénio singleto (O,) ou a partir da transferéncia de um, dois
ou trés elétrons para O, para formar, respectivamente, um radical superéxido (O;"), peréxido
de hidrogénio (H20,) ou um radical hidroxila (OH") (MITTLER, 2002).

A oxidagdo é parte fundamental da vida e do préprio metabolismo aerdébico. Os
radicais livres sdo produzidos naturalmente ou por alguma disfuncéo biolégica. O oxigénio é
necessario para o crescimento normal, mas, inevitavelmente, leva & formagdo de ROS em
processos metabdlicos aerébicos, como a respiracdo e a fotossintese (JENKS; HASEGAWA,
2006; BHATTACHARIJEE, 2010). As enzimas catalase, peroxidase e ascarbato peroxidase
sdo enzimas que respondem ao processo oxidativo, o qual € consequéncia de qualquer estresse
da planta seja bidtico ou abiotico, ja que as plantas amenizam os efeitos citotoxicos das ROS
pela acdo de enzimas antioxidantes (MITTLER, 2002; KIM; KWAK, 2010; DINAKARA et
al., 2012).

Essas enzimas sdo proteinas que catalisam reagGes quimicas e contribuem
praticamente com toda a enorme variedade de reacdes bioquimicas que constituem a vida,
portanto sdo essenciais para a manutencao adequada de qualquer organismo (NELSON; COX,
2004; VOET; VOET, 2006). Essas moléculas estdo presentes em diferentes compartimentos
celulares e eliminam ROS em plantas sob condig¢des fisiologicas normais 0 que confere um
estddio de homeostase redox no sistema. Desequilibrio entre a producdo de ROS e os

componentes do sistema antioxidante pode ocorrer em plantas sob influéncia de estimulos



ambientais adversos, causando o acimulo de ROS e como consequéncia, estresse oxidativo
(BHATTACHARJIEE, 2010).

Os processos metabolicos dependentes do oxigénio como respiracdo aerdbica,
fotossintese e fotorrespiracdo levam a producdo de ROS em cloroplastos, mitocondrias e
peroxissomos, esse evento pode ser agravado com a imposicdo de condigdes de estresses
bidtico e abidticos (BHATTACHARJEE, 2010; MILLER et al., 2010). Em plantas sob
condicdo de estresse ambiental como, alta intensidade de luz, seca, temperaturas extremas ou
altos niveis de salinidade, o equilibrio entre a producdo de ROS e a atividade dos
antioxidantes é desfavorecido, resultando em danos oxidativos (AHMAD et al., 2008).
Trewavas (2000) conceitua o estresse como uma alteragdo nas condi¢Oes adequadas ao
crescimento e desenvolvimento normal de um organismo. Além disso, 0 estresse bi6tico ou
abiodtico resulta na superproducdo de ROS, causando uma tensdo oxidativa nas células
vegetais que promove dano oxidativo de estruturas celulares (BHATTACHARJEE, 2010;
GUIDI; DEGL’INNOCENTI, 2011).

Estresses abidticos sao muitas vezes os principais impedimentos para o crescimento de
plantas e a producdo das culturas (JENKS; HASEGAWA, 2006). A adaptacéo e a aclimatacao
das plantas ao estresse ambiental resultam de eventos integrados que ocorrem em VAarios
niveis de organizacdo, incluindo o celular, o bioquimico e o molecular (TAIZ; ZEIGER,
2009).

Acredita-se que as enzimas do sistema antioxidativo estejam envolvidas com 0s
principais mecanismos de tolerancia das plantas a estresses ambientais. Por isso, a acdo das
enzimas antioxidantes é de fundamental importancia para evitar danos a nivel celular. Plantas
tolerantes possuem a capacidade de reduzir a producdo de ROS, ou aumentar a desintoxicagdo
ou reparacdo de danos provocados pelas ROS. Quando a gera¢do de ROS ultrapassa a
capacidade de eliminacdo das mesmas mediantes as defesas celulares envolvidas, entdo ocorre
0 estresse oxidativo (MEHDY et al.,, 1996), podendo inclusive levar a célula a morte
(BUCHANAN et al., 2000).



1.4. Enzimas Oxidativas

1.4.1. Catalase

A catalase (CAT) e uma das principais enzimas na eliminacdo de H,0O, gerado durante
a fotorrespira¢do e B-oxidacdo dos &cidos graxos, atua nos peroxissomos, glioxissomos e
citosol, e pode ser encontrada também em mitocondrias, convertendo H,O, a H,O e oxigénio
(PERL-TREVES; PERL, 2002; HELDT; HELDT, 2005; DUBEY, 2010).

As plantas possuem varias isoformas de CAT as quais podem dismutar diretamente o
H,O, ou oxidar substratos, tais como metanol, etanol, formaldeido e &cido formico
(BREUSEGEM et al., 2001). Segundo Wassmann et al. (2004), a CAT é considerada uma
enzima com acdo indireta na detoxificacdo de superoxido devido a sua participacdo na
eliminacdo do H,O, formado pela SOD, que sdo metalo-enzimas que podem também agir na
reducdo do risco de formacdo do radical hidroxila a partir do superoxido. Portanto,
desempenham um papel chave na protecdo contra estresses oxidativos (DUBEY, 2010;
DINAKARA, et al., 2012).

A catalase e o ciclo do ascorbato-glutationa sdo importantes na eliminagdo do H,0 e,
apesar de suas propriedades e requisitos serem diferentes, eles podem funcionar efetivamente
em paralelo. Como a CAT degrada o H,O, sem qualquer poder redutor, esta enzima fornece
as plantas uma forma energeticamente eficiente para remover estas moléculas (DAT et al.,
2000). A atividade da CAT é efetiva apenas em concentracdes relativamente altas de H,O,
(mM) (MITTLER, 2002; GECHEV et al., 2006; DUBEY, 2010).

1.4.2. Peroxidase

A peroxidase (POD - peroxido de hidrogénio oxidoredutase) existe em muitas
isoformas e esta envolvida em uma série de processos celulares, nos quais algumas sdo
constitutivamente expressas (SOUZA et al., 2002; BERNARDS et al., 2004).

Em plantas, localizam-se principalmente na parede celular e no vacuolo. Quando
presentes no apoplasto, participam na formacéo de ligninas na parede secundaria das células
vegetais durante o seu crescimento normal na polimerizagdo de monolignois (CARPITA;
McCANN, 2000; RADIC et al., 2006; LOCATO et al., 2010, KIM; KWAN, 2010). A POD

estd envolvida na deposicdo de lignina e suberina, catabolismo de auxinas, biossintese e
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metabolismo secundério e defesa contra a penetracdo de patégeno podendo ser também
ativadas na parede celular durante a diferenciacdo de células (LOCATO et al., 2010).

A POD pode ser utilizada como marcador bioquimico tanto na identificacdo precoce
de processos morfogénicos durante a diferenciacdo celular, crescimento e multiplicacdo de
plantas, bem como no estresse resultante de fatores bioticos e abidticos (LIMA et al., 2002;
PIZA et al., 2003; LOCATO, 2010; KIM; KWAN, 2010), que podem ser induzidas em
resposta a infeccdo, dano ou predacdo (SOARES; MACHADO, 2007). Ela utiliza o H,0,
como oxidante e compostos de natureza fendlica como doadores de elétrons. O H,0, formado
pela acdo da SOD pode ser eliminado pela CAT, APX ou POD (LOCATO et al., 2010).
Conferindo também a esta enzima o seu envolvimento com a limpeza do H,O, mediante o

estresse oxidativo especifico.

1.4.3. Ascorbato peroxidase

A ascorbato peroxidase (APX) é uma enzima que contém ferro no seu grupo heme
prostético e pode ser encontrada em varias isoformas nos diferentes compartimentos celulares:
citosol, mitocondria, peroxissomos, cloroplastos (estroma e ligadas as membranas dos
tilacéides) (DABROWSKA et al., 2007; FOYER; NOCTOR, 2009; FERNANDEZ-GARCIA
et al.,, 2010). Assim como a CAT, a APX também participa da detoxificacdo do H,O,
reduzindo-o a H,O em plantas. Contudo, a detoxificacdo pela APX ocorre com a oxidacdo de
ascorbato, reacdo que resulta em monodeidroascorbato (MDHA) e H,0. A regeneracdo do
ascorbato é mediada pela monodeidroascorbato redutase (MDHAR) utilizando NAD(P)H
como equivalente redutor (FOYER, NOCTOR, 2009).

Entre as enzimas do sistema antioxidativo, a APX é uma das principais na eliminagédo
rapida H,O,, agindo na prevencéo de danos celulares oxidativos em plantas. Por causa da sua
alta afinidade com o substrato, ela atua na modulacéo fina do H,O, quando essas moléculas se
encontram em baixas concentragdes, enquanto que a CAT, atua na remogdo do excesso de
H,O, uma vez que apresenta menor afinidade com a molécula, agindo, portanto, em plantas
sob altos niveis de estresse (MITTLER, 2002; LOCATO et al., 2010). Neste sentido, o
balango entre as enzimas do sistema antioxidante APX e CAT é util na determinagé&o do nivel
de radicais superoxido e do peroxido de hidrogénio (MITTLER, 2002).



1.5. Prolina

Outro composto citado na literatura para auxiliar na tolerancia aos efeitos oxidativos
dos estresses abidticos, tanto hidricos como da salinidade nas plantas, é a prolina,
estabilizando a estrutura das macromoléculas e organelas, apesar de ser um aminoécido. O
acumulo de prolina, quando as plantas entram em déficit de dgua associado com a tolerancia
das plantas a essa condicdo desfavoravel, pode representar um mecanismo regulador da perda
de 4gua, mediante aumento da osmolaridade celular (potencial hidrico). Isso tem sido relatado
e estudado desde 1954 por varios autores, ja que uma das mais bem estudadas respostas das
plantas a deficiéncia hidrica é a acumulacdo de prolina nas células (GIRIJA et al., 2002).

A acumulacéo desse aminoacido é resultado do aumento no fluxo de glutamato, que €é
metabolizado pela Pirrolina-5-Carboxilato Sintetase (P5CS), enzima que regula a taxa de
biossintese de prolina (HARE; CRESS, 1997). A prolina em células vegetais submetidas a
estresse hidrico tem sido sugerida como um mecanismo de ajuste osmoético (DELAUNEY;
VERMA, 1993) e protecdo da integridade celular (STEWART; LEE, 1974; SHEVYAKOVA,
1984). Tal acimulo teria também a funcdo de proteger as células dos processos de
desnaturagdo sob estresse hidrico e salino (SHEVYAKOVA, 1984), ou ainda participar na
constituicdo de um estoque de nitrogénio (N) e carbono (C) que poderia ser utilizado depois
do periodo de estresse (TAYLOR, 1996). Enquanto outros trabalhos indicam uma alta
correlacdo entre o acumulo de prolina e 0 aumento da tolerancia de prolina e 0 aumento da
tolerancia a seca, ja outros sugerem que o acumulo é simplesmente um efeito do estresse
(DELAUNEY; VERMA, 1993; MADAN et al., 1995). Além disso, 0 aumento dos niveis de
prolina pode esta associada as plantas, podendo esse aumento esta relacionada, também, com
a resisténcia a seca (AZ1Z; LARHER, 1995).

Embora varios trabalhos tenham relacionado a fungdo protetora da prolina na
adaptacdo das células sob estresse osmotico, ainda existem duvidas se o acumulo desse
composto nos tecidos das plantas proporciona vantagem adaptativa ou simplesmente é uma
consequéncia acidental de outros estresses, induzindo mudancas no metabolismo (HARE;
CRESS, 1997).



1.6. Adaptacdo das plantas a compactacao do solo

A compactacdo do solo € um grave problema para a qualidade do solo e o
desenvolvimento de uma agricultura sustentavel, pois modifica os fluxos de agua e ar no solo
e reduz a produtividades das culturas agricolas. Por isso, segundo Mantovani (2012), para a
maioria dos solos a densidade de particula tem um valor variado de 2,55 a 2,70 g cm™ e
quando informacgdes mais especificas ndo sdo conhecidas ou disponiveis, pode-se assumir
2,65 g cm™, para que a planta possa ter um bom desenvolvimento radicular.

A estrutura do solo é um atributo edéfico que serve como referéncia aos estudos do
solo no campo, pois influencia praticamente em todos os fatores que se relacionam com o
potencial produtivo do solo, como disponibilidade de &gua, nutrientes, aeracdo, atividade
microbiana (fungos, bactérias, micorrizas e nematoides), germinacdo de sementes, penetracdo
de raizes, entre outros, ou seja, quase tudo no solo gira em torno da estrutura, assim, a
densidade e a porosidade do solo sdo indicadores de como a estrutura do solo apresenta-se
para um melhor desenvolvimento das culturas (AMARO FILHO et al., 2008).

O manejo e o cultivo sdo um dos principais problemas no desenvolvimento agricola
podendo ocasionar decréscimos significativos na produtividade devido a compactagdo do solo
decorrente do trafego de maquinas pesadas. Essa pratica promove alteracdo estrutural e
reorganizacdo das particulas do solo (OLIVEIRA et al, 2004; SECCO et al, 2004, RICHART
et al, 2005), causando, também, o aumento da densidade e o decréscimo do volume de poros
de maior didmetro. Em consequéncia, o crescimento radicular da planta é reduzido, por
impedimento mecanico, e a aeracdo fica deficiente, ocorrendo reducédo da infiltracdo de agua e
nutrientes, aumentando, conseqlientemente, a erosao, e provocando, assim, efeitos negativos
nas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo (QUEIROZ-VOLTON et al, 2000;
MULLER et al., 2001; FONOLI et al, 2003; BEUTLER; CENTURION, 2004; BEUTLER et
al, 2006; SILVA; CABEDA, 2006). Esses eventos diminuem o crescimento da parte aérea
(GUIMARAES; MOREIRA, 2001), reduzem a absorcdo de nutrientes como nitrogénio,
fosforo e potassio e a producdo de massa seca das raizes e parte aérea das plantas
(MEDEIROS et al., 2005).

Segundo Silva e Cabeda (2006), o aumento no conteddo de agua no solo reduz a
pressdo de pré-compactacdo e aumenta o indice de compressao do solo. I1sso pode acarretar a
reducdo da capacidade de suporte de carga no solo. A agua no solo atua como lubrificante

entre as particulas, permitindo o deslocamento das mesmas. Desta forma, 0 movimento das



particulas de solo é favorecido pelo aumento da umidade. Este processo continua até que a
agua sature praticamente todos os poros do solo. A partir desse momento, a cada incremento
no contetdo de agua ndo correspondera um incremento na densidade, visto que a agua nao
pode ser comprimida (REINERT, 1990).

1.7. Atividade microbiana no solo

A qualidade do solo é um conceito amplo que se refere ao equilibrio entre os
condicionantes quimicos, fisicos e bioldgicos presentes. Para a avaliacdo da qualidade de um
solo, tem sido postulada a necessidade de identificacdo de pardmetros indicativos de seu
estado de conservacdo e/ou degradacdo. A diversidade microbiana, em virtude dos
microrganismos estarem na base da cadeia trofica e intrinsecamente associados aos diversos
processos ecoldgicos do solo, tem figurado como um importante indicador da qualidade do
solo. Essa diversidade costuma ser apresentada em forma de indices devido a dificuldades de
avaliacdo e compreensao dentro do ecossistema (ZILLI et al, 2003)

A atividade bioldgica do solo é responsavel por inimeras transformacdes fisicas e
quimicas dos residuos organicos que sdo depositados, mantendo, assim, a sustentabilidade do
ambiente (SOUTO et al., 2008). Os principais fatores que controlam o processo de
transformacdo da matéria organica do solo sdo quantidade e qualidade do material, 0 ambiente
fisico e quimico e os organismos decompositores; entre eles, as bactérias e fungos apresentam
altos valores de biomassa e metabolismo respiratério e tém grande capacidade de
decomposicdo da matéria organica do solo (TOLEDO, 2003; LERJON et al., 2005).

Além disso, as praticas agricolas atuais estdo mudando de um enfoque convencional
para uma abordagem mais sustentavel. Os sistemas agricolas sustentaveis sdo caracterizados
pela reduzida insercdo de insumos sintéticos tais como pesticidas e fertilizantes e pelo
aumento considerado de informacBes relacionadas com praticas convencionais (DINIZ,
2007).

Segundo Merlim (2005) e Souto et al. (2008), no Brasil o nimero de trabalhos sobre a
fauna do solo é irrelevante diante da diversidade do ecossistema do pais e do proprio
desconhecimento da biodiversidade do solo. Pereira et al. (2000), Coser (2006) e Sabino
(2007) observaram em pesquisas que a microfauna do solo incrementa de maneira

diferenciada a propria populacéo e, também, de actinomicetos, proporcionando um maior teor
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de nitrogénio e carbono para as culturas, sem causar reducéo na produtividade, diminuindo ou
aumentando, a qualidade ou atividade dessa microfauna do solo (COSER, 2006).

Segundo Zilli et al. (2003), uma moderna concepc¢do de qualidade do solo deve ser
coerente com as particularidades inerentes a cada ecossistema. Por exemplo, o principal
problema nos solos tropicais é a degradacdo do solo e a caréncia de &gua e nutrientes,
enquanto, em solos temperados, a contaminagdo quimica costuma ser a maior preocupacao.
Essa abordagem diferenciada é essencial para que se encontrem solugdes que, efetivamente,
contribuam para o desenvolvimento de manejos sustentaveis. Alem disso, a difusdo do
conceito de qualidade do solo tanto entre pesquisadores como entre agricultores € um fator
importante para o desenvolvimento de aspectos culturais voltados a agricultura.

Dessa forma, a qualidade do solo influencia o potencial de uso, a produtividade e a
sustentabilidade global do agroecossistema, sendo seu estudo necessario para fornecer
informacdes sobre 0 manejo do solo e assegurar a tomada de decisbes para uma melhor
utilizagdo desse recurso na agricultura (SPOSITO; ZABEL, 2003). Diante dos conhecimentos
atuais, o uso da diversidade microbiana como indicador de qualidade do solo vem tendo um
avanco importante. Tem se tornado consenso que a diversidade microbiana possui
importantes vantagens como indicador de qualidade do solo (ZILLI et al, 2003),
principalmente porque o uso incorreto (desmatamento, compactacdo e erosdo) estd causando

impacto direto na biota local.

1.7.1. Nematoide das galhas

Os nematoides estdo presentes em todos os locais onde se pratica agricultura. Ocorrem
em cultivos de sequeiro ou sob irrigacdo, principalmente quando a temperatura e umidade do
solo sdo elevadas. O excesso e falta de agua que induzem a desoxigenacado e desidratacdo do
solo podem ocasionar reducdo da densidade e diversidade de espécies presentes
(CHARCHAR et al., 2005).

Os nematoides do género Meloidogyne Goeldi, ou nematoides de galhas, sdo parasitos
de plantas que s6 se alimentam do citoplasma de células vivas (HUSSEY; GRUNDLER,
1998). Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood é uma das espécies de maior
ocorréncia em areas agricolas no Brasil (CAMPOS, 1995). Além das galhas que causa no
sistema radicular, retarda o ciclo da cultura, reduz o desenvolvimento da parte aérea e leva
muitas plantulas a morte (AGRIQOS, 1997).
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Entre as alternativas de manejo para os nematoides das galhas, a utilizacdo de
variedades resistentes é considerada a alternativa mais adequada, principalmente em sistemas
de producao no qual existe baixo grau de adogéo tecnologica (PONTE et al., 1993). Por isso,
a busca por praticas agricolas (DUTRA et al., 2003; PIMENTEL; FERRAZ, 2004; ROCHA
et al., 2008) e novas fontes de resisténcia (GOULART et al., 2004; WILCKEN et al., 2006;
SILVA et al., 2007; WANDERLEY et al., 2007), especialmente contra M. incognita e M.
javanica, estdo presentes em varios estudos. Além do mais, a utilizacdo de plantas resistentes
para 0 manejo de nematoides associada a outras praticas de manejo de pragas e doencas pode
substituir a aplicacdo de produtos quimicos que venham ser danosos ao meio ambiente. De
acordo com Hussey e Grundler (1998), o mais importante é conhecer a interacdo planta-
nematoide, encontrando a dissecacdo da interacdo molecular entre nematoide e hospedeiro,

especialmente, entre sustentabilidade da planta e sedentarismo do nematdide.

1.7.2. Atividade das rizobactérias nas plantas

Dentre os microrganismos benéficos, simbiontes ou sapréfitos de vida livre, as
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs) constituem um dos grupos mais
estudados, destacando-se os géneros Bacillus, Rhizobium, Bradyrhizobium, Arthrobacter,
Enterobacter, Azotobacter, entre outros. Esses microrganismos tém sido apontados como
essenciais ao ecossistema de plantas em relacdo ao suprimento de elementos de crescimento
como nitrogénio, fésforo e, possivelmente ferro (MELO, 2012).

O uso de RPCPs para o controle de fitonematoides, diretamente por producdo de
compostos toxicos, por alteracdo dos exsudados radiculares ou por inducgdo de resisténcia na
planta hospedeira, € um campo relativamente novo de pesquisa. Estas tém sido citadas em
uma série de trabalhos como beneficiadoras de uma gama de espécies vegetais. Dentre essas
espécies sao mais frequentemente citadas as anuais, de pequeno porte, como abébora (CHEN
et al., 2000), alface (FREITAS et al., 2003), feijao (NECHET et al., 2012), trigo (LUZ, 2001),
meldo (MEDEIRQOS, 2007; SILVA et al, 2010), tomate (FREITAS et al., 2005;
DALLEMOLE-GIARETTA et al., 2010), cebola (HARTHMANN et al., 2009), melancia
(SANTOS et al., 2008), arroz (SOUZA JUNIOR et al., 2010), etc. Nas plantas anuais, o
beneficio consiste no aumento de matéria seca, podendo resultar em encurtamento do ciclo ou

em aumento na producdo, dependendo da espécie (FREITAS et al., 2003).
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As rizobactérias sdo bactérias que habitam o solo ao redor das raizes e, por serem néo
patogénicas, podem induzir nas plantas resisténcia sistémica a varios patdgenos e supressao
de doencas, indireta e/ou diretamente, como demonstrado para vérias espécies de fungos,
bactérias, virus e nematoides, pela producdo ou alteracdo da concentracdo de fitormonios,
fixagcdo de nitrogénio, solubilizagdo de fosfatos minerais ou outros nutrientes do solo,
oxidacdo do enxofre, aumento da permeabilidade das raizes e producdo de sider6foros
(BARKA et al., 2000; MARIANO; KLOEPPER, 2000; SIQUEIRA et al., 2003; FREITAS et
al., 2005; TEIXEIRA et al., 2005; MENDEIROS, 2007; SANTOS et al., 2008).

As RPCPs género Bacillus ndo s6 apresentam algumas caracteristicas favoraveis para
a producdo de inoculantes comerciais, como producdo de endosporos, como possuem
manuseio e aplicacdo facilitada, inclusive em mistura com outros defensivos, desejavel para o
manejo ecologico de doengas e pragas, producdo integrada e o sistema “approach”. Outro
aspecto que as inclui entre as rizobactérias agentes de controle bioldgico é a capacidade de
producdo de antibidticos (FREITAS; PIZZINATTO, 1997 CHANWAY et al., 2000).

O conhecimento dos efeitos dos cultivos agricolas na dindmica das populaces na
comunidade bacteriana nos solos é importante, por causa das transformacdes que esses
microrganismos promovem, influenciando na qualidade dos produtos e na produtividade
agricola (PEREIRA et al., 2000).

1.7.3. Atividade dos fungos arbusculares micorrizicos nas plantas

Outro grupo de microrganismos que contribui para a absor¢do de nutriente e no
desenvolvimento fisioldgico das plantas sdo os fungos micorrizicos arbusculares (FMA), que
dependem inteiramente dos carboidratos produzidos pelo hospedeiro, podendo as raizes de
plantas inoculadas utilizarem de 4 a 17% mais carbono que a de plantas sem micorrizas.
Inoculacdo das plantas com micorrizas pode ser uma alternativa para aumentar o vigor de
plantas submetidas a estresse hidrico (PURIN et al., 2006).

Os FMA sdo associag¢Oes simbidticas mutualistas obrigatérios entre fungos da divisao
Glomeromycota e da maioria das plantas terrestres, cujos géneros mais conhecidos séo
Gigaspora, Scutellospora, Acaulospora e Glomus (SCHUSSLER; SCHWARZOTT, 2001,
BERBARA et al.,, 2006). A formagdo e o funcionamento dos FMA dependem de um
complexo processo de troca de sinais, que resulta em mudancas no metabolismo dos

simbiontes e na diferenciacdo de uma interface simbidtica no interior das células das raizes
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(SCHUSSLER; SCHWARZOTT, 2001). Os mecanismos que regulam a formagdo dos FMA
sdo pouco conhecidos, mas sabe-se que a concentracdo de fosfato na planta € um fator
determinante para o desenvolvimento da simbiose. A disponibilidade de fosforo na planta
pode afetar o balanco de acUcares e de fitorménios, além da expressao de genes de defesa
vegetal. Até o presente, sabe-se que as plantas secretam substéncias que estimulam a
germinacao de esporos e o crescimento desses fungos. Ha evidéncias também de que os FMA
sintetizam moléculas sinalizadoras, que sdo reconhecidas pelas plantas hospedeiras para
estimular a germinacéo e crescimento destes (BERBARA et al., 2006).

Kiriachek et al. (2009) afirmam que o fésforo é o mais importante nutriente inorganico
que afeta o desenvolvimento de FMA, controlando principalmente a taxa de crescimento
fangico intrarradicular. Normalmente, altas concentracdes de fosforo na planta inibem a
colonizacdo dos FMA nas raizes, enquanto baixas concentracdes favorecem a colonizacdo
intrarradicular. Varias hipdteses ja foram propostas para explicar a regulacdo do
desenvolvimento de FMA por fosforo. Esse nutriente pode afetar a exsudacao radicular, cujos
componentes podem ser importantes para a nutricdo do fungo e, ou, sinalizacdo molecular
durante os processos de pré-infeccdo e colonizacao.

De acordo com Cavalcante et al. (2001), a contribuicdo de FMA em cultivos sujeitos a
deficiéncia hidrica pode ser importante, para capacidade de estimular o crescimento vegetal,
quando a simbiose é estabelecida de forma eficiente. No entanto, estudos sobre o
comportamento de plantas micorrizadas em ambientes sob déficit hidrico, tém mostrado
resultados variados, como: aumento da densidade das raizes ou do desenvolvimento do
micélio externo, permitindo maior exploracdo e contado com o solo, facilitando, assim, a
absorcdo de agua durante periodo de seca (CAVALCANTE et al., 2001; SIQUEIRA et al.,
2002); aumento no conteido de potassio (SIQUEIRA et al., 2002; SAGGIN JUNIOR;
SILVA, 2012); de fdésforo (SIQUEIRA et al., 2002; NGWENE et al., 2010; SAGGIN
JUNIOR; SILVA, 2012); de magnésio (BERBARA et al., 2006); de zinco e de cobre, cujo a
absorcdo ¢ facilitada pelas hifas externas (SIQUEIRA et al., 2002; SAGGIN JUNIOR;
SILVA, 2012) nos tecidos das plantas; aumento nas concentrages de solos organicos, tais
como agucares e compostos nitrogenados (SIQUEIRA et al., 2002; DINIZ, 2007; DELBEM
et al., 2010; NGWENE et al., 2010; SAGGIN JUNIOR; SILVA, 2012); modificacdes no
balangco hormonal (SIQUEIRA et al., 2002; DINIZ, 2007) e na regulacdo estomatica
(SIQUEIRA et al., 2002; DINIZ, 2007); tem efeito positivo sobre as taxas de transpiracdo e

temperatura média foliar, e maiores teores de clorofila a, além de alterar o nimero de pélos no
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xilema (SIQUEIRA et al., 2002; DINIZ, 2007; BRITO et al., 2012); pode reduzir o indice de
percentagem de nematoides de galhas nas raizes (SIQUEIRA et al., 2003; ZHANG et al.,
2008); apresenta acdo de biocontrole sobre certos patogenos, pragas e doengas; e, também,
ameniza os estresse causados por fatores diversos como metais pesados e poluentes organica.
Plantas micorrizadas sdo menos danificadas por danos causados por diversos tipos de estresse
do solo ou ambientais, facilitando seu estabelecimento e sobrevivéncia em locais adversos
(SIQUEIRA et al., 2002).

Segundo Gera Hol e Cook (2005), os nematoides parasitas de plantas e FMAS
compartilham as raizes das plantas como recurso por alimento e espaco. O interesse nessas
interacdes reside na possibilidade de maior resisténcia ou tolerncia da planta com FMA
infectadas por nematoides, e da valorizacdo deste potencial para o controle de doencas.

Siqueira et al. (2002) consolidam que a aplicacdo de FMA em larga escala podera
contribuir para reducdo no uso de agroquimicos, diminuir as perdas das culturas causadas por
estresses diversos, aumentar a producdo, e, a0 mesmo tempo, favorecer a conservagdo
ambiental. Consequentemente, os FMA devem ser considerados um componente em estudos
de longa duracdo que busque detectar ndo apenas seu impacto sobre o crescimento e
desenvolvimento de uma planta, mas sobre a magnitude de sua contribuicdo a eventos globais
e estruturagdo de comunidades vegetais (BERBARA et al., 2006).

Dessa forma, o presente estudo buscou avaliar os efeitos da deficiéncia hidrica e do
solo compactado sobre a interacdo planta — microbiota do solo (fungos arbusculares
micorrizicos, rizobactérias promotora de crescimento de plantas e nematoides do género
Meloidogyne) nas culturas do feijao caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.), meldo amarelo
(Cucumis melo L.) e cana-de-agUcar (Saccharum L.).
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CAPITULO 2

Crescimento e respostas enzimaticas do feijoeiro caupi na interacdo entre estresse

hidrico e nematoide de galhas

Resumo: Considerando a importancia do feijoeiro caupi no Nordeste brasileiro, o presente
estudo teve por objetivo avaliar o crescimento e aspectos bioquimicos do cultivar EPACE-10
submetido a estresse hidrico e parasitismo de Meloidogyne incognita em condicdes de casa de
vegetacdo. O delineamento adotado foi de blocos ao acaso em esquema fatorial 2 (com e sem
nematoide) x 2 (com e sem estresse hidrico), com seis repeti¢cdes. O nivel de estresse hidrico
aplicado (50% da capacidade do pote) diminuiu a reproducdo do nematoide. No entanto, o
desenvolvimento das plantas aferido pelas biomassas frescas e secas do caule e folhas,
namero de folhas, indice de area foliar, altura da planta e biomassa fresca da raiz ndo foi
afetado pelo estresse hidrico aplicado. O parasitismo de M. incognita potencializou o estresse
hidrico induzindo aumento de proteina soltvel na planta. As respostas das enzimas oxidativas
ao estresse hidrico e parasitismo de M. incognita foram variaveis. A peroxidase ndo foi
afetada, a catalase foi diminuida pelo parasitismo do nematoide, a ascorbato peroxidase,
diminuida pelo estresse hidrico e a polifenoloxidase, diminuida pelo estresse hidrico e/ou

parasitismo de M. incognita.

Palavras-chaves: Vigna unguiculata, Meloidogyne incognita, enzimas oxidativas

Cowpea development and enzymatic response under hydro stress and root-knot

nematode interaction

Abstract: Considering cowpea importance in Northeastern Brazil the study hereby had as
objective evaluating development and biochemical aspects of cowpea cultivar EPACE-10
submitted to hydro stress and Meloidogyne incognita parasitism under greenhouse.
Experiment was carried out in a complete randomized block design in a factorial 2 (with and
without nematode) x 2 (with and without hydro stress) arrangement with six replicates. The
hydro stress level (50% pot capacity) decreased nematode reproduction. However, the plant
development, evaluated through fresh and dry stem and leaves biomass, leaves number, leaves

area index, plant height and fresh root biomass, was not affected by the hydro stress. The M.

29



incognita parasitism potentiated the hydro stress increasing soluble protein level. Oxidative
enzyme responses to either hydro stress or M. incognita parasitism were variable. Peroxidase
was not affected, catalase decreased with nematode parasitism, ascorbate peroxidase
decreased with hydro stress and polyphenol oxidase decreased with hydro stress and/or M.

incognita parasitism.

Keywords: Vigna unguiculata, Meloidogyne incognita, oxidative Enzimes

INTRODUCAO

O feijdo caupi (Vigna unguiculada (L.) Walp.) é um dos alimentos basicos da
populacdo brasileira, exercendo importante funcdo social no suprimento das necessidades
nutricionais familiar, além de desempenhar papel fundamental na composicdo da producédo
agricola brasileira, particularmente das regides Norte e Nordeste. Por outro lado, a maneira
como a planta responde ao déficit hidrico é bastante complexa, pois afeta praticamente todos
0s aspectos de crescimento, incluindo modificacGes anatdmicas, morfoldgicas, fisioldgicas e
bioquimicas (BEZERRA et al., 2003).

Em 60% das areas cultivadas do Nordeste brasileiro, o feijoeiro caupi é considerado
uma planta ristica, adaptavel aos diferentes climas e solos, em virtude das condicdes
climaticas dessa regido ser desfavoravel ao cultivo do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris
L.). Além do mais, o feijoeiro caupi apresenta excelente capacidade de adaptacdo & seca,
embora essa capacidade varie entre os cultivares e os estadios de desenvolvimento (LEITE;
VIRGENS FILHO, 2004; KERBAUY, 2004).

Em condic¢Bes naturais e agriculturaveis, as plantas estdo frequentemente expostas a
estresses ambientais de natureza quimica, fisica ou biolégica. Condi¢des ambientais adversas,
como temperaturas extremas, baixa umidade, alta radiagdo luminosa e deficiéncia de
nutrientes, podem ocasionar estresse multiplo nas plantas em poucos minutos; enquanto
outras condicdes, a exemplo do contetdo de &gua no solo e altas densidades populacionais de
nematoides, podem levar dias ou semanas (YORDANOV et al., 2000).

O estresse desempenha papel importante na determinacdo de como o solo limita a
distribuicdo de espécies vegetais. Santos et al. (2000) afirmam que a interagdo ambiente x
estresse € um indicativo do desempenho da cultura submetida a diferentes situacdes de

manejo e épocas do ano. Portanto, o conhecimento da resposta da planta ao déficit hidrico e
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da relagdo entre consumo de &gua e produtividade é fundamental para 0 manejo adequado da
cultura visando alta produtividade (NASCIMENTO et al., 2004).

As respostas dos vegetais a deficiéncia hidrica incluem muitas vezes alteragdes
bioquimicas em nivel celular (FLOSS, 2004). Acumulos de prolina foram observados em
tecidos foliares de diversas espécies quando submetidos as condigdes de estresse hidrico,
calor e salinidade (LEITE et al.,, 2000). Alteracbes na atividade de enzimas, como as
peroxidases, mudancas nas proporcdes de aminoacidos e frequentes aumentos na
concentracdo de prolina sdo ocasionados por distdrbios no metabolismo das proteinas
(LARCHER, 2004) e, possivelmente, para manutencdo do potencial hidrico da folha, que
aumenta o teor deste aminoécido, para ajuste osmatico e defesa da planta a desidratacéo
(COSTA, 1999). Acumulo de outros compostos organicos encontrados no citoplasma, como
0s acucares sollveis, também tem sido relatado (SUBBARAO et al., 2000). Contudo, as
respostas das plantas podem diferir entre espécies, cultivares, tecidos analisados, duracdo e
intensidade do estresse (DEBOUBA et al., 2006).

Em relacdo aos componentes bidticos, os nematoides, em particular os nematoides das
galhas (Meloidogyne Goeldi), constituem um dos problemas fitossanitarios mais importantes
na cultura do feijoeiro caupi, devido a ampla gama de hospedeiros (FERRAZ; FREITAS,
2004) e a alta capacidade de sobrevivéncia no solo (BITENCOURT; SILVA, 2010). Quando
presentes em altas densidades populacionais, especialmente em solos arenosos (SILVA,
2005), esses parasitos afetam drasticamente a fisiologia da planta hospedeira prejudicando a
absorcéo e transporte de agua e nutrientes (PIMENTEL; FERRAZ, 2004).

Praticado, na maioria dos casos, como agricultura de subsisténcia, sem uso de insumos
modernos e nematicidas, 0 manejo de Meloidogyne spp. em caupi depende principalmente da
utilizacdo de variedades resistentes (SILVA et al., 2007; WANDERLEY et al., 2007;
SANTOS, GOMES, 2011). O manejo inadequado da irrigacdo, excesso ou falta de agua,
reduz a produtividade e a qualidade de grdos, além de favorecer maior incidéncia de doencas
(OLIVEIRA et al., 1999). Excesso e falta de agua induzem a desoxigenacdao e desidratacdo do
solo diminuindo a densidade populacional dos nematoides (CHARCHAR, 1995).

Considerando a importancia do feijoeiro caupi para a populacdo de baixa renda e a
necessidade de elucidar componentes do comportamento de cultivares desenvolvidas para o
plantio em regime de sequeiro na regido Nordeste, frente as limitagGes hidricas impostas, o

objetivo deste estudo foi avaliar o crescimento e aspectos bioquimicos do feijoeiro caupi
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submetido a estresse hidrico e parasitismo de M. incognita raga em condi¢Ges de casa de
vegetacao.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo pertencente a Universidade
Federal Rural de Pernambuco, localizada no Municipio de Recife — Pernambuco, situado na
latitude de 58” 617 S, longitude 39’ 89” W e, altitude de 169 metros, com temperatura média
de + 30,25 °C, umidade relativa do ar de 77,38%. O solo utilizado foi um Argissolo amarelo
distrofico (EMBRAPA, 1999) de textura franco arenosa, coletado no municipio de Carpina,
Pernambuco. Os resultados das analises fisicas e quimicas do solo estao dispostos nas Tabelas
le2.

Tabela 1 - Atributos quimicos do solo utilizado no experimento

Camada coletada (m)

Atributos quimicos

05-09

pH (Agua) 4,6
Complexo Sortivo (cmol, kg™)

Ca** 0,37
Mg 0,51
Na®* 0,03
K* 0,04
H* + AP 2,84
Al 0,91
S 0,95
T 4,70
C (gkg™) 7,0
N (g kg™) 03
M.O. (g kg™ 23
P Assimilavel (mg kg™) 8
K (mg dm™) 0,04

Para conducdo do experimento, o material de solo foi passado em peneira de 5 mm e
autoclavado por 1 hora e 30 min, por dois dias consecutivos, com um intervalo de 24 h, a
temperatura de 120 °C e pressdo de 101 kPa e acondicionado em vasos com 70 cm de altura e
58 cm de diametro. Sementes de feijoeiro caupi cultivar EPACE-10 foram semeadas nos
vasos e estes foram arranjados em delineamento em blocos ao acaso em esquema fatorial 2
(com e sem nematoide) x 2 (com e sem estresse hidrico), com seis repeticdes. A capacidade

de pote (CP) foi adotada como o conteudo de &gua drenado pelo solo apds sofrer saturacdo
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através da acdo da gravidade, até o cessamento desta drenagem, segundo Souza et al. (2000).
O nivel de estresse adotado foi de 50% da CP. Antes do plantio foram realizadas calagem e

adubacdo de fundacdo segundo Universidade Federal do Ceara (1993).

Tabela 2 - Atributos fisicos do solo utilizado no experimento

Camada de coleta (m)

Atributos fisicos

0,5-0,9

Composic¢édo granulométrica (%)

Areia grossa 53
Areia fina 24
Silte 8
Argila 15
Argila natural 6
Densidade (g cm™) do solo 1,58
dos sélidos do solo 2,65

A irrigacdo dos vasos foi controlada através do procedimento de pesagem, 0S vasos
foram pesados diariamente em balanca de precisdo com sensibilidade de 1 g entre 7 e 9 horas
da manha, para posterior reposi¢cdo da &gua evapotranspirada no periodo, mantendo-se 0s
vasos proximos a capacidade de campo e omitindo-se a irrigacdo em 50% da capacidade do
pote naqueles tratamentos sob condicdes de estresse, sendo esta iniciada no 10° dias apods a
semeadura.

A populacdo de M. incognita utilizada foi obtida no campo e propagada de progénies
oriundas de uma massa de ovos, mantidas e multiplicadas em tomateiro (Solanum
lycopersicum L.) e em seguida em plantas de pimentdo (Capsicum annuum L.), em solo
autoclavado. A obtencdo do inoculo fundamentou-se na metodologia descrita por Hussey e
Barker (1973) para extracdo de ovos, a partir das raizes parasitadas de plantas de pimentdo.
Os feijoeiros foram inoculados com 12.000 ovos planta™, 15 dias apds a semeadura (quando
iniciado a aplicacdo do estresse hidrico). A inoculacdo foi efetuada com pipeta de graduacéo
automaética, sendo a suspensdo de ovos vertida em orificios efetuados ao redor da planta. Por
ocasido da colheita, realizada 45 dias ap6s a inoculacdo, tendo a cultura 55 dias, foram
mensuradas a altura da planta e o didmetro do caule, a quantidade de folhas foi enumerada e
foi determinado o indice de area foliar, 0 peso da material fresca das raizes, folhas e caule, 0
peso da matéria seca das folhas e caule, o numero de galhas, o nimero de ovos por planta e o
fator de reproducéo do nematoide.

Para determinagdo do indice de area foliar, as folhas recém colhidas do feijoeiro foram

digitalizadas com auxilio de um scanner e o célculo realizado utilizando o programa ImageJ
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(National Institute of Health, USA). As biomassas frescas (folhas e caule) foram colocadas
em sacos de papel previamente identificados, pesadas, secas em estufa com circulagdo de ar
forcada a 65°C por 72 horas ou ate 0 peso constante, e pesadas novamente para a
determinacéo da matéria seca.

Para facilitar a remogé&o dos sistemas radiculares, os vasos foram colocados em tanque
de agua por alguns minutos e os sistemas radiculares removidos cuidadosamente de modo a
minimizar as perdas de massa de ovos do nematoide. Foram realizadas trés lavagens de cada
sistema radicular, fazendo-o passar por baldes com agua limpa, em seguida, foi determinado o
peso da matéria fresca dos sistemas radiculares. Com auxilio de uma lupa, foi realizada a
contagem de galhas (TAYLOR; SASSER, 1978) e as raizes cortadas em pequenos segmentos
para extracdo dos ovos conforme Hussey e Barker (1973). O fator de reproducdo (FR) foi
calculado pela relacdo: FR = Populacdo final/Populacdo inicial. Foram consideradas
resistentes as plantas que apresentaram FR<1 e, susceptiveis, as plantas com FR>1 (COOK;
EVANS, 1987).

Para as analises bioquimicas, foi utilizado a 3° folha de cada planta, colocadas em
nitrogénio liquido e acondicionou-as em freezer até o procedimento. Os extratos das amostras
foram preparados pela homogeneizacéo de 0,1 g de matéria fresca em 4 mL do tampé&o fosfato
de sddio 0,1 M (pH 6.5) adicionado de 0,05 g de polivinilpirrolidona (PVP). O homogenato
foi centrifugado a 10.000 x g a 4°C por 10 minutos (ZERAIK et al., 2008) e realizada analise
da proteinas solGveis totais (BRADFORD, 1976) e das seguintes enzimas:, catalase (BERRS;
SIZER, 1952), ascorbato peroxidase (NAKANO; ASADA, 1981), polifenoloxidase (KAR;
MISHRA, 1976) e peroxidase (FATIBELHO-FILHO; VIEIRA, 2002). J& para andlise do
aminoacido prolina foi preparado o extrato obtido de 0,1 g de matéria fresca em 5 mL de
acido sulfosalicilico a 3%. O homogenato foi centrifugado por 10 minutos a 2.000 rpm e
filtrado em papel de filtro n°® 2, em seguida utilizou metodologia de Bates et al, 1973.

Os dados foram submetidos, a anélise de variancia, com niveis de significancia de 5%
de probabilidade, pelo teste F. Quando significativas, as médias foram submetidos ao teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico SAS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve interagdo entre os tratamentos com nematoide e estresse hidrico em relacéo

a altura da planta, didmetro do caule, nimero de folhas, indice de area foliar, nimero de ovos
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por planta, nimero de galhas e fator de reproducdo, como também ndo foi significativo o
efeito isolado do estresse hidrico sobre essas variaveis, exceto para o didmetro do caule
(Tabela 3) que apresentou maiores valores (0,70 mm) com 50% da capacidade do pote em
contraste com 100% da capacidade do pote (0,51 mm). Esses resultados corroboram com
outros estudos, a exemplo de Pimentel e Perez (2000), Rocha (2001) e Mendes et al. (2007),
que ndo observaram diferencas significativas no niamero de folhas produzidas e indice de area
foliar do feijoeiro caupi cultivar EPACE 10 submetido a estresse hidrico na fase vegetativa
(as plantas foram submetidas a ciclos de deficiéncia hidrica no 10° ao 44° DAS), constatando

resisténcia desta cultivar ao estresse hidrico.

Tabela 3 — Resumo de anélises de variancia das variaveis: altura da planta (ALT), diametro
do caule (DIAM), numero de folhas (NF), nimero de ovos por planta (OVOS), nimero de
galhas (NG), fator de reproducdo (FR) e indice de &rea foliar (IAF) do caupi parasitado por
Meloidogyne incognita (12.000 ovos mL™ planta™) sob estresse hidrico (50 % CP por 45 dias)

em casa de vegetacdo

Fontes de GL Quadrados Médios

Variacio ALT DIAM  NF OVOS NG FR IAF
Estresse 1 512" 011" 0,001™ 0,15™ 0,04™ 0,001™ 0,04™
Nematoide 1 7,72 0,003® 0,19™ 9254 1217 465  0,06™
E x N 1 324" 001" 0,06™ 0,003 0,002 0,006™ 0,02"
Residuo 19 1,77 0,01 0,41 0,007 0,02 004 0,07
CV (%) - 16,68 1557 1514 423 19,12 44,19 9,29

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns - ndo significativo pelo teste F

Resultados que corroboraram com Mendes et al. (2007), onde o nivel de estresse
aplicado ndo diferiu estatisticamente em relacdo a testemunha. Por outro lado, Nascimento et
al. (2004) relataram que os efeitos do déficit hidrico ocorridos na fase vegetativa do caupi
cultivares EMAPA-821 e IPA 206, respectivamente, provocaram reducdes nos componentes
de crescimento em solo franco arenoso. Larcher (2004) afirma que a taxa de crescimento pode
servir de critério para avaliar o grau de estresse e a capacidade da planta de superéa-lo.

Em relagdo ao estresse promovido por M. incognita, a quantidade de ovos no final do
experimento (9.898 ovos planta™) foi menor do que o inoculado (12.000 ovos planta™)
resultando em fator de reproducdo menor que 1 (FR < 1), indicando resisténcia do cultivar
EPACE 10 ao nematoide. Siqueira et al. (2003) e Mizobutsi et al. (2006) observaram que

cultivares de feijoeiro caupi foram imunes a M. incognita, M. javanica (Treub) Chitwood e
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Heterodera glycines Ichione, com FR igual a 0,16, zero e 0,03, respectivamente,
representando op¢éo de cultivo dessa leguminosa no semiarido do Nordeste.

Estudando o comportamento de 20 cultivares de caupi em solo de textura arenosa,
Goulart et al. (2004) observaram resisténcia a M. incognita e M. javanica, embora tenha
predominado reacdo de suscetibilidade. Silva et al. (2007), avaliando 40 gen6tipos inoculados
com M. incognita raca 1, também em solo arenoso, constataram que embora 16 gendtipos
tenham sido classificados como resistentes, permitiram a reproducdo do nematoide,
inviabilizando a utilizacdo desses gendtipos como fontes de resisténcia. No entanto, os autores
afirmam que tomando por base o sistema de producdo do caupi, no qual existe um baixo grau
de adocdo tecnoldgica, a utilizacdo de variedades resistentes desponta como alternativa viavel
para 0 manejo de nematoides das galhas.

Contudo, Wanderley et al. (2007) apresentaram resultados contrarios a esta pesquisa.
Trabalhando com sete cultivares de caupi inoculados com M. javanica, esses pesquisadores
verificaram que todos os cultivares avaliados foram suscetiveis ao nematoide, pois
apresentaram valores de FR maiores do que 1. Segundo os mesmos autores, a producao de
sementes de caupi provenientes de plantas infectadas com M. javanica é possivel, mas
certamente essa producdo serd menor quando comparada a plantas ndo parasitadas.
Entretanto, se o produtor ndo puder substituir a cultura por outra ou se preferir continuar
cultivando a mesma espécie numa area infestada, devera optar por cultivares com menor
suscetibilidade ou recorrer a plantas resistentes cultivadas em consércio com outra planta ndo
hospedeira.

Trabalharam com 24 gen6tipos de fava (Phaseolus lunatus L.) inoculados com duas
espécies de Meloidogyne, Bitencourt e Silva (2010) verificaram resultados variados, ndo
identificando material imune ou altamente resistente, embora trés genotipos tenham se
mostrado resistentes a M. incognita. Aradjo Filho et al. (2010) observaram que das 40
linhagens de feijdo-guandu ( Cajanus cajan (L) Hunth), apenas 11 se comportaram como
resistentes (FR<1,0). Entre as linhagens resistentes, duas (g58-95 e g66-95) destacaram-se por
apresentar valores de FR muito proximos de zero, podendo representar mais uma alternativa
ao produtor.

N&o houve interagdo entre nematoide e estresse hidrico, nem foi significativo o efeito
isolado dessas variaveis em relagdo a biomassa fresca da raiz, biomassa fresca das folhas,
biomassa fresca do caule, biomassa fresca total, biomassa seca das folhas, biomassa seca do

caule e biomassa seca total das plantas (Tabela 4). Mendes et al. (2007) também nédo
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constataram efeito significativo do estresse hidrico aplicado tanto na fase vegetativa como na
fase reprodutiva na producdo de matéria seca da parte aérea da cultivar EPACE 10. No
entanto, os autores concluiram que apesar da tolerancia a estiagens prolongadas, o cultivar

EPACE-10 é suscetivel a falta de umidade durante a fase proxima a floracéo.

Tabela 4 — Resumo de analises de variancia das varidveis: biomassa fresca da raiz (BFR),
biomassa fresca das folhas (BFF), biomassa fresca do caule (BFC), biomassa fresca total
(BFT), biomassa seca das folhas (BSF), biomassa seca do caule (BSC) e biomassa seca total
(BST) do caupi parasitado por Meloidogyne incognita (12.000 ovos mL™ planta™) sob
estresse hidrico (50% CP por 45 dias) em casa de vegetacdo

Fontes de GL Quadrados Médios

Variagédo BFR BFF BFC BFT BSF BSC BST
Estresse 1 0,05"™ 0,07™  0,002™ 0,03® 0,05 0,08" 0,17
Nematoide 1 0,07™ 0,05™ 0,04™ 0,05™ 0,25™ 0,27™ 0,56™
ExN 1 0,001™ 0,02 0,02  0,02™  0,004™ 0,01™ 0,02™
Residuo 19 0,07 0,07 0,03 0,05 0,18 0,15 0,35
CV (%) 26,94 19,79 13,18 14,05 23,09 20,74 23,52

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns - ndo significativo pelo teste F

Ao estudarem a cultura do caupi em diferentes fases fenoldgicas e diferentes niveis de
disponibilidade de &gua no solo, Leite e Virgens Filho (2004) relataram que apesar da cultura
ser afetada em alguns periodos de estresse, 0 caupi apresentou capacidade de suportar a baixa
disponibilidade de &gua, pois retomou, de forma lenta e continua, 0 aumento da matéria seca
em diversas partes da planta.

N&o houve interacdo entre nematoide x estresse hidrico para catalase, peroxidase,
ascorbato peroxidase, polifenoloxidase e prolina (Tabela 5). No entanto, nematoide e estresse
hidrico interagiram afetando a atividade de proteina sollvel;, o estresse hidrico afetou
isoladamente a atividade de ascorbato peroxidase, polifenoloxidase e proteina sollvel no
feijoeiro, enquanto o nematoide alterou a concentragdo de catalase e ascorbato peroxidase.

Apesar da enzima peroxidase apresentar variacdes quando a cultura do caupi foi
submetido a estresse hidrico (50% CP), Santos et al. (2010) ndo obtiveram diferenca
significativa, corroborando os resultados obtidos no presente estudo. Segundo Camargo et al.
(2000) e Piza et al. (2003), a atividade da enzima peroxidase varia com o tipo de tecido e
estadio de desenvolvimento da planta, sendo sua atividade inversamente proporcional ao

crescimento do vegetal.
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Tabela 5 — Resumo de andlises de variancia para catalase (CAT), peroxidase (POD),
ascorbato peroxidase (APX), polifenoloxidase (PPO), proteina soluvel (PS) e prolina (PRO)
em feijoeiro caupi submetido ao parasitismo de Meloidogyne incognita (12.000 ovos mL™

planta™) sob estresse hidrico (50% CP por 45 dias) em casa de vegetacio

Fontes de GL Quadrados Médios

Variacdo CAT POD APX PPO PS PRO
Estresse 1 0,333 18025™ 5559 6165 2,99 0,001™
Nematoide 1 0,008" 2370,8™ 266 282, 7™  2,81™ 0,06"
ExN 1 0465™ 90,3  43,06™ 934" 0,03 0,01"
Residuo 19 0,065 672,2 2,57 60,97 0,22 0,01
CV (%) 18.75 12,25 17,95 13,59 12,88 12,27

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns - ndo significativo pelo teste F

As atividades das enzimas polifenoloxidase e ascorbato peroxidase reduziram com a

aplicacdo de estresse de 50% CP, independentemente de M. incognita (Tabela 6).

Tabela 6 - Valores médios da enzima polifenoloxidase (PPO) e ascorbato peroxidase (APX)

em relacdo ao estresse hidrico (50% CP) aplicado no feijoeiro caupi em casa de vegetacao

Estresse _PPO 44 APX 41
(mmol pirogalol gMF™ min™) (mg H,0, gMF™ min ™)
COM (50 % CP) 51,21 Db 51,99 Db
SEM (100 % CP) 63,62 a 123,05 a
DMS 8,50 33,39

As letras diferentes na coluna apresentam médias diferentes significativamente pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
CP = capacidade do pote, segundo Souza et al. (2000).

Campos et al. (2004) e Jesus (2011) constataram que as enzimas oxidativas, como
catalase, polifenoloxidase e ascorbato peroxidase apresentam atividade enzimatica alterada
com 0 aumento do estresse abiotico. Embora estudos detalhados a respeito dos mecanismos
bioguimicos envolvendo fendis em plantas sejam necessarios, é provavel que fendis e
polifenoloxidases atuem como parte de um conjunto de fatores constitutivos para determinar
os niveis diferentes de resisténcia das culturas (NOJOSA et al., 2003). Algumas espécies de
plantas sdo capazes de tolerar baixo teor de &gua nos tecidos das vegetais, exibindo
crescimento e manutencdo dos processos metabdlicos mesmo sob déficit hidrico celular
(McCANN; HUANG, 2008).

As atividades das enzimas polifenoloxidase e catalase reduziram com o parasitismo de
M. incognita (Tabela 7). Segundo Oliveira (2012), algumas repostas bioquimicas ou
fisioldgicas das enzimas oxidativas ocorrem ndo so no local de infeccéo (raizes) pelo juvenil

de segundo estadio (J2) de M. incognita, mas, também, de forma sistémica, caracterizando a
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inducdo dessas enzimas oxidativas como resposta de defesa, também, manifestada na
interagdo feijoeiro caupi x M. incognita. Além disso, segundo o mesmo autor, a cultura do
caupi possui mecanismos de defesa contra os estresses bidticos e abidticos, e um deles é a
enzima catalase, que apresenta mecanismos fundamentais para a defesa da planta. Ainda
segundo o autor, as respostas das atividades enzimaticas devem ser detalhadamente estudadas
para que melhor se compreenda as estratégias de defesa empregadas pela planta. Isto
possibilitaria a manipulacdo das vias metabolicas e/ou substancias intervenientes nos
mecanismos ativos de defesa, visando o desenvolvimento de variedades mais aptas a se
defenderem das pressdes bidticas e abioticas que lhes sdo impostas nos ambientes onde séo

cultivadas.

Tabela 7 - Valores médios de ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT) em feijoeiro

caupi parasitado por M. incognita (12.000 ovos mL™ planta™®) em casa de vegetacio

Nematoide APX 4.1 CAT 14 .1
(mmol H,0, gMF™ min™) (mmol H,0, gMF™ min ™)
COM 57,22 Db 0,29b
SEM 117,21 a 195a
DMS 33.39 1,01

As letras diferentes na coluna apresentam médias diferentes significativamente pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
CP = capacidade do pote, segundo Souza et al. (2000).

Souza et al. (2004) relataram aumentos no contetdo de prolina e acucares solUveis
totais em plantas de caupi sob condicGes de estresse hidrico. Além disso, a atividade
enzimatica pode ser reduzida ou ser estimulada com estresse ambiental (JESUS, 2011;
TSIMPHO, 2011), e algumas delas, como a peroxidase, serem mecanismos de defesa dos
hospedeiros a patdgenos (ROSSITER et al., 2008).

A proteina soltvel aumentou quando submetida a aplicacdo de 50% CP na presenca do
M. incognita (Tabela 8). Oliveira Neto et al. (2012), estudando duas cultivares de caupi
Sempre Verde e Pitilba submetidas a estresse hidrico de cinco dias, observaram que o
estresse aplicado diminuiu drasticamente o teor de proteinas sollveis totais nas folhas,
42,46% e 54,38%, respectivamente. Costa et al. (2012), também constataram reducdo
(41,98%) no teor de proteinas solUveis totais em feijoeiro caupi cultivar Manteiguinha quando
submetido a déficit hidrico. Ambos os autores atribuiram esse comportamento ao fato da falta
de agua ter aumentado a atividade de enzimas hidroliticas, tais como a protease, diminuindo

drasticamente o teor de proteinas soltveis nas folhas.
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Tabela 8 - Valores médios da proteina soltvel (PS) da interagdo nematoide de galhas M.
incognita (12.000 ovos mL™ planta™) x estresse hidrico (50% CP por 45 dias) em feijoeiro

caupi em casa de vegetacéo

PS (mg proteina soluvel gMF-1)

Estresse Nematoide
COM SEM
COM (50% CP) 20,07 aA 12,76 aB
SEM (100% CP) 7,51 bB 12,71 aB
DMS 5,28

Letras diferentes apresentam médias diferentes significativamente para cada variavel pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade,
sendo que letras minGsculas referem-se a linha e letras mailsculas refere-se a coluna.
CP = capacidade do pote, segundo Souza et al. (2000).

Resultado semelhante foi descrito por Santos et al. (2010), que observaram efeito ndo
significativo nos teores de agucares em oito cultivares de caupi quando submetidos a estresse
hidrico na prefloracdo, apesar de apresentarem variagOes na atividade enzimatica, ocorrendo

diminuicdo sob condices de estresse hidrico.

CONCLUSOES

O desenvolvimento do cultivar EPACE-10 de feijoeiro caupi ndo é afetado por um
nivel de estresse hidrico equivalente a 50% da capacidade do pote;

As respostas das enzimas oxidativas ao estresse hidrico e parasitismo de M. incognita
sdo variaveis. A peroxidase ndo é afetada, a catalase é diminuida pelo parasitismo do
nematoide, a ascorbato peroxidase € diminuida pelo estresse hidrico, e a polifenoloxidase é
diminuida tanto pelo estresse hidrico como pelo parasitismo de M. incognita.
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CAPITULO 3

Efeito da interacéo estresse hidrico x Bacillus sp. x Meloidogyne incognita no

crescimento e componentes bioquimicos do meloeiro

Resumo: Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da interacdo estresse hidrico x
Bacillus sp. ENM51 x Meloidogyne incognita sobre variaveis de crescimento da planta,
enzimas e teores de fésforo e nitrogénio do meloeiro amarelo cultivar Gold Mine em casa de
vegetacdo. O estresse hidrico de 50% da capacidade do pote diminuiu 0 comprimento da
haste, o nimero de folhas, o indice de &area foliar e as biomassas frescas e secas das plantas. O
nematoide diminuiu o comprimento e as biomassas fresca e seca da haste, a biomassa fresca
total e 0 nimero de folhas e de flores. Bacillus sp. diminuiu a reproducdo do nematoide e 0
namero de galhas. A inoculagcdo com a bactéria evitou a reducdo da biomassa fresca da raiz
promovida pelo estresse hidrico. O estresse hidrico aumentou os niveis de proteina soluvel e
ascorbato peroxidase nas plantas. Bacillus sp. inibiu as variagdes nos niveis de proteina
soltvel promovidas pelo estresse hidrico como também as promovidas pelo nematoide. As
atividades de peroxidase, polifenoloxidase, catalase, prolina, fésforo e nitrogénio ndo foram

afetados.

Palavras-chaves: Cucumis melo, nematoide de galhas, rizobactéria, enzimas, nutrientes

Effect of drought stress x Bacillus sp. x Meloidogyne incognita interaction on

melon growth and plant biochemical components

Abstract: This study had as objective evaluating the hydro stress x Bacillus sp. ENM51 x
Meloidogyne incognita interaction on melon amarelo cultivar Gold Mine through plant
growth variables, enzymes and phosphorus and nitrogen content, under greenhouse. Drought
stress (50% pot capacity) decreased haste length, leaf number, leaf area index and fresh and
dry plant biomasses. Nematode decreased haste length, haste fresh and dry biomasses, total
plant fresh biomass, leaf and flower numbers. Bacillus sp. decreased nematode reproduction
and gall number. The inoculation with the bacteria avoided decreasing on root fresh biomass
of hydro stressed plants. Hydro stress increased ascorbate peroxidase and total protein levels.

Bacillus sp. inhibits variations on total protein induced by either drought stress or nematode.
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There was no effect on peroxidase, polyphenol oxidase, catalase, proline, phosphorus and

nitrogen content.

Keywords: Cucumis melo, root-knot nematode, rhizosphere bacteria, enzyme, nutrient

INTRODUCAO

O meldo (Cucumis melo L.) é o fruto de uma olericola pertencente a familia
Cucurbiticea, muito apreciado, de popularidade ascendente no Brasil e no mundo. A
amplitude de regides de cultivo é consequéncia de uma grande variabilidade genética que tem
permitido a adaptacao de diferentes tipos de meloeiro em condi¢cfes edafoclimaticas diversas
(PEREIRA FILHO, 2012).

Aproximadamente, 96% da producdo no Brasil estdo concentradas nos Estados do Rio
Grande do Norte (46,6%), Ceara (35%), Bahia e Pernambuco (juntos 13,9%), sendo o Rio
Grande do Norte responsavel por 50% da producdo nacional, predominando o meldo tipo
amarelo (AGRIANUAL, 2010). Esta cucurbitacea é atualmente uma das culturas de maior
expressdo social e econdmica para a regido semiarida nordestina (MIGUEL et. al., 2008). Em
2005, tornou-se a segunda fruta mais exportada pelo pais, com o mercado internacional
estimado em 1,6 milhdo de Mg ano™. A grande vantagem de regides semiaridas para o cultivo
de meloeiro é a pequena ocorréncia de chuvas que favorecem a baixa incidéncia de doencas e
a melhor qualidade dos frutos (SENAR, 2007).

Nessas regides, entretanto, o parasitismo por nematoides de galhas (Meloidogyne
Goeldi) constitui um dos maiores entraves ao desenvolvimento da cultura, pois causa grandes
perdas em olericolas, inibindo iniciativas empresariais de producdo e de exportacdo
(BERNARDO et al.,, 2011). Os sintomas mais caracteristicos do parasitismo desses
nematoides aparecem nas raizes, que infectadas engrossam no ponto de penetracao do juvenil,
originando as galhas tipicas. A infec¢do afeta a absorcdo de dgua e nutrientes, reduzindo o
valor comercial da cultura e, em casos muito graves, ocasionando a morte da planta
(STEFFEN, 2007).

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs) sdo agentes de
controle biolégico que apresentam grande potencial para o controle de Meloidogyne spp.
(FREITAS et al., 2002; FREITAS et al., 2005; LOPES et al., 2007). A eficiéncia desses

organismos estd associada principalmente & producdo de metabolicos tdxicos, alteracdo dos
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exsudatos radiculares ou inducdo de resisténcia a planta (SIQUEIRA et al., 2003; CHEN;
DICKSON, 2004; FREITAS et al., 2005). Um ou mais mecanismos de acdo podem estar
envolvidos no controle de fitopatdgenos por rizobactérias, destacando-se a secrecao de
siderdforos que podem inibir fungos fitopatogénicos (HAAS; DEFAGO, 2005), antibioticos e
outras enzimas que degradam a parede celular, competi¢do por espaco e nutrientes, antibiose,
parasitismo e indugéo de resisténcia (NANDAKUMAR et al., 2001; RAMAMOORTHY et
al., 2001; WHIPPS, 2001).

O uso de préticas de gestdo eficiente para reduzir e manter a populacdo de nematoides
abaixo do nivel de danos é uma exigéncia da agricultura moderna. Por ter efeitos na promogéo
de crescimento e no biocontrole de doencas radiculares e foliares, reduzir custos de producéo
e diminuir o impacto dos agrotdxicos no meio ambiente, a associacdo de plantas com
rizobactérias vem adquirindo importancia crescente (FREITAS; AGUILAR-VILDOSO,
2004; ANDREI, 2005; ROMEIRO; BATISTA, 2012), sendo um campo de investigagdo
promissora (FREITAS et al., 2005). O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da interacéo
estresse hidrico x Bacillus sp. x Meloidogyne incognita sobre componentes de crescimento

enzimas e teores de fésforo e nitrogénio em meloeiro.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo pertencente a Universidade
Federal Rural de Pernambuco, localizada no Municipio de Recife — Pernambuco, situado na
latitude de 58 617 S, longitude 39 89” W e, altitude de 169 metros, com temperatura média
de + 30,25 °C, umidade relativa do ar de 77,38%. O solo utilizado foi um Argissolo amarelo
distrofico (EMBRAPA, 1999) de textura franco arenosa, coletado no municipio de Carpina,
Pernambuco. Os resultados das analises fisicas e quimicas do solo estdo dispostos nas Tabelas
le2.

Para conducdo do experimento, o material de solo foi passado em peneira de 5 mm e
autoclavado por 1 hora e 30 min, por dois dias consecutivos, com um intervalo de 24 h, a
temperatura de 120 °C e pressé@o de 101 kPa, e acondicionado em vasos com 70 cm de altura e
58 cm de diametro. O delineamento estatistico adotado foi de blocos ao acaso, no esquema
fatorial 2 (com e sem estresse hidrico) x 2 (com e sem nematoide) x 2 (com e sem
rizobactéria), com oito repeticdes, totalizando 64 parcelas. O nivel de estresse adotado foi de

50% da capacidade do pote. A capacidade do pote foi adotada como o conteddo de agua
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retirada pelo solo ap0s sofrer saturagdo e consequente acdo da gravidade, até o cessamento da
drenagem, segundo Souza et al. (2000). Antes do plantio das sementes de meloeiro nos vasos,
foram realizadas calagem e adubacdo de fundacdo segundo Universidade Federal do Ceara
(1993).

Tabela 1 - Atributos quimicos do solo utilizado no experimento

Camada de coleta (m)

Atributos quimicos

0,5-0,9

pH (Agua) 4,6
Complexo Sortivo (cmol. kg™)

Ca** 0,37
Mg 0,51
Na" 0,03
K* 0,04
H* + AP 2,84
Al 0,91
S 0,95
T 4,70
C (gkg™) 7,0
N (g kg™) 0,3
M.O. (g kg™ 23
P Assimilavel (mg kg™) 8
K (mg dm™) 0,04

Tabela 2 - Atributos fisicos do solo utilizado no experimento

Camada de coleta (m)

Atributos fisicos

05-0,9

Composic¢édo granulométrica (%)

Areia grossa 53
Avreia fina 24
Silte 8
Argila 15
Argila natural 6
Densidade (g cm™) do solo 1,58
dos sélidos do solo 2,65

A irrigacdo dos vasos foi controlada através do procedimento de pesagem, onde 0s
vasos eram pesados diariamente em balanga de precisdo com sensibilidade de 1 g entre 7e 9
horas da manha, para posterior reposicdo da dgua evapotranspirada no periodo, mantendo-se
0s vasos proximos a capacidade de campo e omitindo-se a irrigacdo em 50% da capacidade do

pote naqueles tratamentos sob condic¢des de estresse.
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A rizobactéria foi oriunda da Colecdo de Culturas do Laboratério de Bacteriologia
Vegetal da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Para obtengdo do inoculo foi utilizado
a metodologia adaptada por Gomes et al. (2005), espalhando-se uniformemente o isolado em
toda a superficie do meio NYDA, em placas de Petri, com uma espatula de Drigalsky. As
placas foram incubadas em BOD por 48 horas, a 30 ° C. Dependendo da cor e do crescimento
no médio prazo (£ 72 horas), das col6nias isoladas, estas foram purificadas e preservadas pelo
método de agua destilada esterilizada (DE VAY; SCHNATHRST, 1963). Em seguida, 0s
isolados foram submetidos aos testes do Gram e crescimento em meio King B (SCHAAD et
al, 2001). Foi utilizado apenas um isolado de rizobactéria do género Bacillus sp., ENM51,
obtido de diferentes érgdos de meloeiro sadio (OLIVEIRA et al, 2006). Apds obtencdo, a
rizobactéria foi inoculada em meloeiro, 20 dias ap6s a germinacdo, com auxilio de uma
proveta, usando-se 20 mL de suspensdo bacteriana planta™, ajustada em espectrofotdmetro
570 nm para absorbéncia 0,7.

A populagéo de M. incognita foi obtida no campo e propagada de progénies oriundas
de uma massa de ovos, mantida e multiplicada em tomateiro (Solanum lycopersicum L.) e em
seguida em plantas de pimentdo (Capsicum annuum L.), em solo autoclavado. A obtencéo do
inoculo fundamentou-se na metodologia descrita por Hussey e Barker (1973) para extracdo de
0vos, a partir das raizes parasitadas de plantas de pimentdo. Os meloeiros foram inoculados
com 12.000 ovos planta™, apés trés dias da inoculacdo da rizobactéria, quando também se
submeteu as plantas ao estresse hidrico. As inoculacdes foram efetuadas com pipetas de
graduacdo automatica, sendo a suspensao de ovos vertida em orificios efetuados ao redor da
planta.

Por ocasido da colheita, realizada 45 dias ap6s a inoculagdo do nematoide, tendo a
planta idade de 58 DAS (dias apos a semeadura), foram avaliadas as seguintes variaveis:
crescimento morfolégico (comprimento da haste, didmetro da haste, nimero de folhas e
namero de flores), biomassa fresca das raizes, biomassa fresca das folhas, biomassa fresca da
haste, biomassa fresca total, biomassa seca das folhas, biomassa seca da haste, biomassa seca
total, indice de area foliar, nimero de galhas nas raizes, nimero de ovos do nematoide por
planta e o fator de reproducdo do nematoide.

Para a avaliacdo do crescimento morfolégico, as mensuracdes foram obtidas com
auxilio de trena e paquimetro. Para determinacdo do indice de area foliar, as folhas frescas do
meloeiro foram digitalizadas com auxilio de um scanner e o célculo realizado utilizando o

programa ImageJ (National Institute of Health, USA).
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Para a avaliacdo da matéria seca, as amostras coletadas foram armazenadas em sacos
de papel, previamente identificados, e posteriormente pesadas e encaminhadas para a secagem
em estufa com circulacdo de ar forcada a 65°C por um periodo de 72 horas, e pesadas
novamente. Em seguida, as amostras foram moidas e condicionadas em sacos de polietileno
para realizacdo das analises de fésforo (P) pelo método de Miyazawa et al. (1984) e de
nitrogénio (N) que seguiu a metodologia descrita pela Association of Official Analytical
Chemists — AOAC (1990).

Para os dados nematologicos, visando facilitar a remocao dos sistemas radiculares, os
vasos foram colocados em um tanque de &gua por alguns minutos e os sistemas radiculares
removidos cuidadosamente de modo a minimizar as perdas de massa de ovos do nematoide.
Foram realizadas trés lavagens de cada sistema radicular, fazendo-o passar por baldes com
agua limpa, tomando-se, em seguida, 0 peso da matéria fresca das raizes. Com auxilio de uma
lupa, foi realizada a contagem de galhas (TAYLOR; SASSER, 1978) e as raizes cortadas em
pequenos segmentos para extracdo dos ovos conforme Hussey e Barker (1973). O fator de
reproducdo (FR) foi calculado pela relacdo: FR = Populacéo final/Populacéo inicial.

Para as analises bioquimicas, foi utilizado a 3° folha de cada planta submergida em
nitrogénio liquido e armazenada em freezer. O extrato das amostras foi preparado para as
analises pela homogeneizagéo de 0,1 g de matéria fresca em 4 mL do tampé&o fosfato de sddio
0,1 M (pH 6.5) adicionado de 0,05 g de polivinilpirrolidona (PVP). O homogenato foi
centrifugado a 10.000 x g a 4°C por 10 minutos (ZERAIK et al., 2008) e realizado analise das
seguintes enzimas: catalase (BERRS; SIZER, 1952), ascorbato peroxidase (NAKANO;
ASADA, 1981), polifenoloxidase (KAR; MISHRA, 1976), peroxidase (FATIBELHO-
FILHO; VIEIRA, 2002), e da proteinas soluveis totais (BRADFORD, 1976). Ja para anélise
do aminoacido prolina foi preparado o extrato obtido de 0,1 g de matéria fresca em 5 mL de
acido sulfosalicilico a 3%. O homogenato foi centrifugado por 10 minutos a 2.000 rpm e
filtrado em papel de filtro n° 2, em seguida utilizou metodologia de Bates et al. (1973).

Os dados foram submetidos a analise de variancia com niveis de significancia de 5%
de probabilidade, pelo teste F. Quando significativas, as médias foram submetidos ao teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico SAS.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o ocorreram interacdes significativas entre estresse hidrico, Bacillus sp. e M.
incognita para nenhuma das variaveis de crescimento avaliadas. No entanto, interacdes
significativas foram detectadas entre estresse hidrico e Bacillus sp. em relagdo a biomassa
fresca da raiz e biomassa seca total, como também, entre Bacillus sp. e M. incognita em

relacdo ao numero de galhas (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3 — Resumo da andlise de variancia das variaveis: comprimento da haste (CH),
didmetro da haste (DH), namero de folhas (NF), nimero de flores (NFL), indice de area foliar
(IAF), nimero de ovos do nematoide (OVOS) e nimero de galhas (NG) em meloeiro amarelo
cultivar Gold Mine inoculado com Bacillus sp. (R) (20 mL de suspensdo bacteriana planta™) e
Meloidogyne incognita (N) (12.000 ovos mL™ planta™), submetido a estresse hidrico (E)
(50% CP por 45 dias) em casa de vegetacao

Fonte de GL Quadrados Médios
Variacéo CH DH NF NFL IAF OVOS NG
E 1 14203,45 0,00001™ 19,14° 7,11™ 0,26 0,22  0,24™
N 1 411,37 0,002" 0,02 299 001" 277,63" 32,51™
R 1 10967,11" 0,001  11,52™ 2,11  0,05™ 0,15 0,87
ExN 1 140,97™ 0,003" 0,19™  0,01™ 0,001™ 043" 0,31™
ExR 1 349,15  0,0004™  0,28"™ 0,16™ 017"  0,28™ 0,01
N x R 1 282,62" 0,001" 0,01™ 0,02® 0,13™  0,13™ 0,08"
ExRxN 1 7,79 0,01" 0,1™ 002" 001" 025"  0,01™
Residuo 56 513,11 0,003 0,48 1,78 0,02 0,26 0,09
CV (%) - 23,01 13,09 14,82 28,99 5,75 25,42 38,85

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns - néo significativo pelo teste F

O estresse hidrico de 50% da capacidade do pote diminuiu significativamente (P<0,05)

0 comprimento da haste, o nimero de folhas, o indice de area foliar e as biomassas frescas e

secas das plantas (Tabela 5).

Essa resposta foi atribuida ao mecanismo de regulacdo hidrica do meloeiro quando

submetido aos baixos potenciais hidricos do solo e/ou a alta demanda evapotranspirativa,
corroborando Soares et al. (2002), Dias et al. (2006), Porto Filho et al. (2006), Silva et al.
(2008) e Silva et al. (2010). Ao contrario dessa pesquisa, Soares et al. (2010), também
trabalhando com meloeiro sob estresse salino, verificaram que ndo houve reducdo no
crescimento da cultura @ medida que se aumentou a salinidade da &gua, exceto a altura das

plantas e o indice de velocidade de germinacéo. Farias et al. (2003) notaram comportamento
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similar para o hibrido Gold Mine, quando estudaram dois niveis de salinidade da &gua de
irrigacdo, e constataram que o acumulo de biomassa seca foi afetado apenas pela agua de
maior salinidade. Ambos os resultados corroboram Sivritepe et al. (2003) e Queiroga et al.
(2006). Contudo, tem sido relatado que o estresse abidtico afeta o desenvolvimento das
plantas em todos os estadios de crescimento de forma diferenciada, sendo a maioria dos
cultivares mais sensiveis durante a emergéncia das plantulas, onde possivelmente as
interacdes entre estresse e membranas celulares estdo interferindo em diversas fungdes da
membrana, como permeabilidade e transporte de solutos, podendo causar alteracfes
estruturais (ARAGAO et al., 2009).

Tabela 4 — Resumo da analise de variancia das variaveis: biomassa fresca das folhas (BFF),
biomassa fresca da haste (BFH), biomassa fresca total (BFT), biomassa fresca da raiz (BFR),
biomassa seca das folhas (BSF), biomassa seca da haste (BSH) e biomassa seca total (BST)
de meloeiro amarelo cultivar Gold Mine inoculado com Bacillus sp. (R) (20 mL de suspenséo
bacteriana planta™) e Meloidogyne incognita (N) (12.000 ovos mL™ planta™), submetido a

estresse hidrico (E) (50% CP por 45 dias) em casa de vegetacédo

Fonte de GL Quadrados Médios

Variacéo BFF BFH BFT BFR  BSF BSH BST
E 1 1,08 685,39 10,96~ 0,260 0,13 1,017 1,17
N 1 0,06™ 21,84" 0,33 1,75 0,004 0,02 0,02"
R 1 086"  204,32% 4,63™ 0,52 0,03®  0,48™ 0,49
ExN 1 0,001™ 0,12™  0,000004" 0,01™ 0,01 0,000l  0,01™
ExR 1 007  29,03™ 5,37" 027" 0,28™ 0,0003® 0,17
N x R 1 1,74  27,59™ 1,94 0,06™ 0,09™  0,003™ 0,07
ExRxN 1 0,002 878" 0,18" 0,02™ 0,003™ 0,002  0,0001"
Residuo 56 0,30 11,46 0,43 0,06 0,02 0,02 0,04
CV (%) - 15,89 22,65 12,64 15,31 11,46 10,35 11,79

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns - ndo significativo pelo teste F

Estudos realizados em outras culturas sob condicdes de estresse hidrico, a exemplo de
Aguiar Netto et al. (2000), Urchei et al. (2000) e Rocha (2011), apresentam a mesma
tendéncia de queda da taxa de crescimento relativo. Para Ayers e Westcot (1999), o aumento
da pressao osmotica no solo atua de forma negativa sobre o processo fisioldgico, reduzindo a
absorcdo de agua pelas raizes, inibindo a atividade meristemética, o alongamento celular e,
como consequéncia, diminuindo o crescimento e desenvolvimento das plantas.

A reducéo da area foliar sob estresse hidrico pode ser um mecanismo de sobrevivéncia

que permite a conservacdo de agua. Entretanto, Dias et al. (2006) consideram que essa
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reducdo se deve apenas ao estresse hidrico, e ndo necessariamente é o caso do estresse salino,
onde a disponibilidade de &gua para o crescimento em geral ndo € limitante, a medida em que
o gradiente de potencial hidrico favorece a absor¢do, em virtude da osmoregulacédo, apesar das

caracteristicas semelhantes nas plantas quando submetidas ao estresse hidrico e salino.

Tabela 5 - Efeito do estresse hidrico (50% CP) no comprimento da haste (CH), nimero de
folhas (NF), indice de area foliar (IAF), biomassa fresca das folhas (BFF), biomassa fresca da
haste (BFH), biomassa fresca total (BFT), biomassa seca das folhas (BSF) e biomassa seca da

haste (BSH) do meloeiro amarelo cultivar Gold Mine durante 45 dias em casa de vegetacdo

Estresse ~ CH NF IAF BFF(yy BFH BFT BSF BSH
hidrico  (cm)  (unid) (cm™) () (9) @ (9

COM 86,09b 19.47b 345,12b 9,60b 13,03b 2263b 0,86b 1,07b
SEM 107,69a 24,25a 454,80a 13,95a 16,40a 30,36a 1,22a 1,34a

DMS 13,60 3,77 68,74 2,02 2,06 3,82 019 021

As letras diferentes na coluna apresentam médias diferentes significativamente pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
COM - refere-se a 50% da capacidade do pote; SEM — refere-se a 100% da capacidade do pote.

Por outro lado, tem sido relatado que em condi¢bes de déficits hidricos mais
prolongados, as plantas diminuem acentuadamente o crescimento, evidenciando um periodo
de repouso fisioldgico, considerado como efeito negativo sobre o desenvolvimento da cultura
que se acentua em resposta aos déficits hidricos de maior duracdo, tanto na fase vegetativa
guanto na fase reprodutiva, resultando em progressiva reducdo da matéria seca total, de
folhas, flores e frutos (LEITE; VIRGENS FILHO, 2004).

Em relacdo ao nematoide, o parasitismo de M. incognita diminuiu significativamente
(P<0,05) o comprimento ¢ biomassas fresca e seca da haste, a biomassa fresca total e o
namero de folhas e de flores (Tabela 6). Esses resultados contrastam com os relatados por
Paiva et al. (2012), ao testarem varios genotipos de meloeiro do tipo amarelo, e por Ito et al.
(2011), ao testarem em experimento com meloeiro e outras cucurbiticeas, verificaram que as
culturas se apresentaram resistentes aos nematoides de galhas. Contudo, Lima (2008) ao testar
seis genotipos de melancieira constatou que quatro gendtipos foram susceptiveis a M.
javanica, apresentando reducgéo no desenvolvimento.

Segundo Dias-Arieira et al. (2008), o equilibrio na adubacdo, adubacdo organica e
diminuicdo de condicdes estressantes, como falta de dgua por meio de irrigacdo, sdo fatores
que levam a planta a tolerar certos niveis de infestacdo. Sobrinho et al. (2008) recomendam a
adocdo de medidas culturais para 0 manejo de doencas, principalmente para aquelas causadas

por patogenos de solo, tais como: manejo adequado de agua e controle bioldgico, pois 0 uso
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dessas medidas estd quase sempre vinculado a preservacdo da natureza, pelo menor uso de
produtos quimicos. Além disso, a maioria das variedades e hibridos comerciais de meldo
apresenta algumas resisténcias a determinados patdgenos, que deve ser observada na escolha
do material genético a plantar, considerando os problemas fitossanitarios que ocorrem

normalmente na regiao.

Tabela 6 — Efeito do parasitismo de Meloidogyne incognita (12.000 ovos mL™ planta™®) no
comprimento da haste (CH), nimero de folhas (NF), nimero de flores (NFL), biomassa fresca
da haste (BFH), biomassa fresca total (BFT) e biomassa seca da haste (BSH) do meloeiro
amarelo cultivar Gold mine em casa de vegetacdo durante 45 dias

Nematoide CH (cm) NF NFL BFH () BFT (g) BSH (g)
Com 83,65b 17,09b 1,50b 11,74b 22,76b 0,90b
Sem 110,13a 26,63a 3,63a 17,73a 30,22a 1,51a
DMS 13,60 3,77 0,84 2,06 3,82 0,21

As letras diferentes na coluna apresentam médias diferentes significativamente pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A presenca da rizobactéria afetou a reproducdo do nematoide, reduzindo
significativamente (P<0,05) o nimero de ovos por planta de 6.990 para 1.985, reduzindo
significativamente (P<0,05) também a produ¢do de galhas (dados ndo apresentados).
Resultados semelhantes foram obtidos por Medeiros (2007) e Medeiros et al. (2009), ao
estudarem rizobactérias do género Bacillus, para manejo de M. incognita raca 2, em meloeiro.

Silva et al. (2010) relataram bom desenvolvimento do meloeiro na presenca de
rizobactérias. Resultados contrarios ao de Santos et al. 2008, que ndo observaram diferenca
significativa de 10 isolados de rizobactérias em relagdo a testemunha, como também, néo
observaram efeito deletério nas plantulas. Todavia, é enfatizada em alguns trabalhos, a
necessidade da utilizacdo de isolados residentes ou adaptados ao hospedeiro, refletindo em
maior capacidade de colonizagdo, menor risco na introducdo de organismos exdgenos e
especificidade entre o isolado de rizobactérias e o hospedeiro (KHALID et al. 2004).

Locon et al. (2008) testaram 165 isolados de rizobactérias e constataram que 37
isolados contribuiram para a reducdo de 25% dos sintomas de tombamento pré-emergéncia e
57% inibiram o crescimento de patdgenos em plantulas de pepino. Segundo Compant et al.
(2005) e Sottero et al. (2006), a competicdo por nutrientes e nichos na superficie das raizes é
um dos principais mecanismos utilizados por rizobactérias na protecdo das plantas contra o0s

fitopatdgenos.
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Todavia, é importante destacar que no presente estudo o meloeiro sem a presenca do
isolado Bacillus sp. apresentou-se moderadamente resistente ao M. incognita. Bitencourt e
Silva (2010) estudaram algumas olericolas quanto a hospedabilidade a M. enterolobii, e
constataram que das 19 espécies avaliadas, sete mostraram-se altamente favoraveis a
multiplicacdo do nematoide, entre elas o meloeiro, com FR = 10,2. Contudo, a
compatibilidade entre nematoide e planta hospedeira depende do cultivar, da espécie e raga do
nematoide e de componentes bioticos e abidticos do ambiente.

A fertilidade do substrato pode influenciar a atividade de promocao do crescimento
das rizobactérias (FREITAS et al., 2003). Além do mais, as rizobactérias estimulam as plantas
na formacdo de nddulos nas raizes, promovendo o crescimento, a multiplicacéo e a conversdo
do nitrogénio atmosférico em outras formas desse elemento quimico para disponibiliza-lo as
plantas (SIDDIQUI et al., 2001).

No presente estudo, quando inoculadas com Bacillus sp. a biomassa fresca da raiz das
plantas submetidas ao estresse hidrico ndo diferiu das plantas sem estresse independente do
parasitismo do M. incognita. No entanto, as plantas ndo inoculadas com as rizobactérias
diminuiram significativamente (P<0,05) a biomassa fresca do sistema radicular quando
submetidas ao estresse de 50% da capacidade do pote (Tabela 7), corroborando os beneficios
que a bactéria promove nas plantas, especialmente em condic6es de estresse. Ja com relacéo a
biomassa seca total observou que independente da presenca do Bacillus sp., o estresse hidrico
aplicado (50% CP) diminuiu o peso da BST.

Tabela 7 - Efeito da interacdo entre Bacillus sp. (20 mL de suspensdo bacteriana planta™) e
estresse hidrico (50% CP) na biomassa fresca da raiz (BFR) e biomassa seca total (BST) do

meloeiro amarelo cultivar Gold Mine em casa de vegetacdo durante 45 dias

BST (9) BFR (9)
Estresse hidrico Bacillus sp. DMS Bacillus sp. DMS
Com Sem Com Sem
Com (50% CP) 195bB  1,91bB 2,28 aA 1,33 bB
Sem (100% CP)  2,85aA  2,55aA 0,51 2,31aA 255aA 0,59
DMS 0,51 0,59

Letras diferentes apresentam médias diferentes significativamente para cada variavel pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade,
sendo que letras minGsculas referem-se a coluna e letras maitsculas refere-se a linha.
CP = capacidade do pote, segundo Souza et al. (2000).

Osorio Filho (2009), estudando o efeito de cinco isolados de rizobactérias em duas
espécies de arroz em diferentes niveis de umidade do solo, verificou que em situagdo de
estresse hidrico, seja alagamento ou déficit, nenhum dos isolados apresentou eficiéncia.
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Contudo, mesmo ndo comprovando a eficiéncia dos isolados, em condic¢des de alagamento, 0s
mesmos apresentaram bom desenvolvimento, inclusive em raizes adventicias, sobre a lamina
de &gua.

As rizobactérias podem promover crescimento as plantas, desde que as condi¢cfes
ambientais e a cultura estejam favoraveis para que esse microrganismo possa se desenvolver.
Sabino (2007), estudando a inoculacdo de rizobactérias em dois cultivares de arroz,
constataram que, apenas, um isolado aumentou 60% o acumulo de nitrogénio nas raizes e
promoveu 0 maior peso de biomassa seca.

Segundo Osorio Filho (2009) e Stroschein et al. (2011), as rizobactérias produzem
substancias equivalentes ao 4&cido indolacético, sendo que a inoculacdo desses
microrganismos acelera o processo de germinacdo das sementes, estimula o crescimento das
plantulas e das raizes, a emissdo de perfilho, além de aumentar a absorcdo de nitrogénio.
Além disso, a utilizacdo desses microrganismos em plantas sdo préaticas de baixo custo, que,
se bem manejadas, poderdo aumentar a producdo, diminuir a contaminagcdo do ambiente e
reduzir custos de producdo, trazendo mais sustentabilidade para a agricultura, promovendo
uma rizosfera benéfica (ATKINSON; WATSON, 2000) e desenvolvendo um papel
preponderante para o desenvolvimento tecnoldgico na agricultura sustentavel (MICHEREEFF
et al., 2005).

N&o ocorreram interacfes significativas entre estresse hidrico, Bacillus sp. e M.
incognita para nenhuma das variaveis quimicas avaliadas. No entanto, interacdes
significativas foram detectadas entre Bacillus sp. e estresse hidrico e entre Bacillus sp. e M.
incognita ambas em relacdo & proteina solivel. Atividade das enzimas peroxidase,
polifenoloxidase, catalase, e os teores de prolina, fésforo e nitrogénio ndo foram afetados pelo
estresse hidrico, rizobactéria ou nematoide (Tabela 8). Entretanto, a atividade da enzima
ascorbato peroxidase foi significativamente (P<0,05) aumentado (de 110,17 para 149,37
Mmol H,0; gMF™ min™) quando o meloeiro foi submetido ao estresse de 50% da capacidade
de pote, indicando que a reducdo de dgua faz com que a enzima aumente sua concentra¢do na
cultura do meloeiro amarelo, podendo ser um indicativo de defesa contra o estresse abidtico
aplicado.

Considerando que enzimas oxidativas, especialmente a peroxidase, sdo consideradas
marcadoras de estresses (FERNANDES-GARCIA et al., 2004; KOHAATSU, 2010;
PEREIRA, 2010). Contudo, resultados semelhantes ao desta pesquisa foram relatados por

Boava (2008), que ndo encontrou alteracdo na enzima polifenoloxidase quando clones de
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eucalipto foram infectados pelo fungo Puccinia psidii. Nojosa et al. (2003), verificando
relagdo entre fendis solUveis totais e atividade da enzima polifenoloxidase em tecidos de
clones de cacau, observaram que a relacdo entre a atividade das enzimas oxidativas
apresentou correlacdo negativa com os niveis de fenois em quase todos os clones estudados.
Ao que parece, sob altas concentracBes de compostos fendlicos, as enzimas que oxidam
compostos fendlicos, como polifenoloxidase, sdo inibidas em folhas, corroborando Rivero et

al. (2003), em estudo com tomateiros.

Tabela 8 — Resumo da andlise de variancia das varidveis quimicas: peroxidase (POD),
ascorbato peroxidase (APX), polifenoloxidase (PPO), proteina soluvel (PS), prolina (PRO),
catalase (CAT), teor de fésforo (P) e teor de nitrogénio (N) em meloeiro amarelo cultivar
Gold Mine inoculado com Bacillus sp. (R) (20 mL de suspensdo bacteriana planta™) e
Meloidogyne incognita (N) (12.000 ovos mL™ planta™), submetido a estresse hidrico (E)
(50% CP) em casa de vegetacdo durante 45 dias

Fonte de Quadrados Médios
GL

Variacao POD APX PPO PS PRO CAT P N

E 1 318" 546  013™ 5483 002® 001" 001" 068"
N 1 690™ 0,15® 047" 31,36 0,02® 0,002" 0,001™ 0,001"
R 1 448™ 002® 1098" 136 0,01™ 001™ 027" 122™
ExN 1 136™ 271™ 249® 6115® 0,11™ 0,01™ 001" 0,01™

1

1

1

*

ExR 345" 115 0,02 6455 001™ 005° 003° 027"
N xR 1,79™ 38,85"™ 429" 0,02° 001" 004" 001® 004"
ExRxN 0,61™ 506" 0,29™ 0,03® 0,03 0,01® 044" 0,003

Residuo 56 2,41 4,60 0,96 0,01 0,01 0,02 0,07 0,08

CV (%) - 12,92 19,18 11,15 12,83 13,85 12,23 8,04 10,45

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns - n&o significativo pelo teste F

Em diferentes culturas e sob diferentes niveis de estresse hidrico e salino, Hernandez e
Almansa (2002), Srivalli et al. (2003), Vasconcelos et al. (2009), Carneiro et al. (2011) e
Viana et al. (2012) verificaram que as enzimas oxidativas, principalmente catalase, ascorbato
peroxidase e peroxidase, ndo apresentaram niveis significativos com a aplicacdo dos estresses.
Entretanto, Panda e Khan (2009) observaram reducéo na atividade da ascorbato peroxidase

em raizes (mas ndo na parte aérea) de Vigna radiata sob estresse salino.
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Plantas inoculadas com Bacillus sp. mantiveram constantes os niveis de proteina
soltvel na presenca do nematoide ou do estresse hidrico associado ao meloeiro (Tabela 9).
Contudo, sem a rizobactéria os niveis de proteina solivel aumentaram significativamente
(P<0,05) com o estresse hidrico. Santos et al. (2010) observaram que os teores de proteina
soluvel e carboidratos aumentaram quando seis genotipos de feijoeiro caupi foram submetido
a estresse hidrico, concluindo que a planta quando submetida ao estresse hidrico pode alterar

0 potencial osmotico da célula para evitar a perda de agua para 0 meio.

Tabela 9 - Valores médios da proteina soltvel da interagdo Bacillus sp. x estresse hidrico
(50% CP) e Bacillus sp. (20 mL de suspenséo bacteriana planta™) x Meloidogyne incognita
(12.000 ovos mL™? planta™) em meloeiro amarelo, cv. Gold Mine em casa de vegetacio

durante 45 dias

Proteina soltvel (mg PS gMF™)

Bacillus sp. Estresse hidrico M. incognita DMS
Com (50% CP) Sem (100% CP) Com Sem
Com 13,39bB 14,37bA 13,31bB  13,20bB
Sem 16,94aA 13,56bB 14,45bA  17,30aA 1,93
DMS 1,93

Letras diferentes apresentam médias diferentes significativamente para cada varidvel pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade,
sendo que letras maitsculas referem-se a linha e letras minusculas refere-se a coluna.
CP = capacidade do pote, segundo Souza et al. (2000).

Houve aumento da proteina soltvel quando submetido ao estresse hidrico (50% CP) e
na presenca do M. incognita, ambos na auséncia do Bacillus sp. (Tabela 9). Segundo Missiura
(2005), os testes bioquimicos sdo pouco utilizados no estudo da interacdo patdgeno x
hospedeiro, sendo, entretanto, constituidos de métodos rapidos, seguros e de baixo custo que
merecem maior atencdo por parte dos pesquisadores de maneira geral. Ray et al. (2001)
observaram que tomateiros transformados para expressdo de uma peroxidase de pepino
tiveram um grande aumento na atividade das enzimas, no entanto, ndo foi verificado aumento
da resisténcia dessas plantas a patdgenos.

Alguns estudos bioquimicos envolvendo proteinas solUveis e enzimas oxidativas tém
demonstrado uma grande importancia no manejo de culturas submetidas a estresses bioticos e
abioticos. Segundo Shalcheiro (2006), a interagdo planta x patdégeno envolve mecanismos
bioquimicos de defesa da planta contra o patdgeno, os quais sdo regidos por genes
especificos. Estas enzimas agem como armas quimicas de defesa contra o ataque de
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patdgenos, além de algumas catalisarem a formacdo de barreiras fisicas nas plantas,
reforcando a importancia de estudos da ativagdo enziméatica no mecanismo das interacdes

patdgeno x hospedeiro.

CONCLUSOES

O estresse hidrico de 50% da capacidade do pote reduz o crescimento vegetativo do
meloeiro, especialmente na presenca de M. incognita, afetando a fase reprodutiva e a
producdo de biomassa da planta.

O meloeiro amarelo cultivar Gold Mine é moderadamente resistente a M. incognita.

Bacillus sp. ENMS5 reduz a reproducdo do nematoide e a producéo de galhas.

O estresse hidrico aumenta os niveis de proteina solivel no meloeiro enquanto
Bacillus sp. mantem os niveis da proteina constantes compensando os efeitos do estresse
hidrico e como também do nematoide.

Os niveis de ascorbato peroxidase na parte aérea sdo aumentados pelo estresse hidrico,
mas ndo por M. incognita ou Bacillus sp. As atividades de peroxidase, polifenoloxidase,
catalase, e os teores de prolina, fosforo e nitrogénio ndo sdo afetados pelo estresse hidrico,

rizobactéria ou nematoide.
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CAPITULO 4

Efeito da compactacéo no solo no desenvolvimento inicial de plantas de cana-de-aclcar

parasitadas por Meloidogyne incognita

Resumo: O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de quatro niveis de compactacéo no solo
no desenvolvimento inicial da cana-de-acUcar parasitada por M. incognita em condi¢des de
casa de vegetacdo. A variedade de cana-de-acUcar usada foi a RB 863129. As avaliacdes,
realizadas 90 dias apds a inoculacdo do nematoide, fundamentaram-se na altura da planta,
didmetro do colmo, nimero de folhas, biomassa fresca das raizes, biomassa fresca da parte
aérea, biomassa seca da parte aérea e numero de ovos do nematoide. O aumento dos niveis de
compactacdo do solo de 1,65 g cm™ para 1,82 g cm™ proporcionou reducéo na multiplicacéo
de M. incognita e aumento no comprimento do colmo da cana-de-agucar, mas ndo afetou as

outras variaveis de desenvolvimento planta.
Palavras-chaves: Saccharum, nematoide de galha, densidade do solo

Effect of soil compaction on initial development of sugarcane parasited by
Meloidogyne incognita

Abstract: The objective of this study was evaluating the effect of four soil compaction levels
on the initial development of sugarcane parasited by Meloidogyne incognita under
greenhouse. It was used the sugarcane variety RB 863129. Evaluations, carried out 90 days
after nematode inoculation, based on plant height, stalk diameter, leaves number, root and
shoot fresh biomass, shoot dry biomass and nematode eggs number. The increasing in soil
compaction level from 1.65 g cm™ to 1.82 g cm™ decreased M. incognita reproduction and
increased sugarcane stalk length, but it did not affect the other plant development variables.

Keywords: Saccharum, root-knot nematode, soil density
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INTRODUCAO

A cultura da cana-de-acucar (Saccharum L.) reveste-se, atualmente, de grande
importancia socioeconémica para o Brasil, visto que é utilizada como matéria-prima para as
agroindustrias do acucar, alcool e aguardente, além da grande geracdo de empregos e renda no
meio rural (LANDELL et al., 2005; MARTINIANO, 2009; VICENTE, 2011). O Brasil detém
o titulo de maior produtor mundial, com 697.770,9 ha, sendo o estado de Pernambuco,
atualmente o segundo maior produtor do Nordeste, com 326.110 ha cultivados (CONAB,
2012). Ademais, a crescente busca por fontes alternativas de energia vem colocando o Brasil
em posicao de destaque mundial em relacdo a producédo de etanol, levando a criacdo de novas
situacbes socioecondmicas e a expansao geografica do cultivo da cana-de-acucar
(SEVERIANO, 2007; MIRANDA, 2009, VICENTE, 2011).

A aceitacdo internacional do etanol como combustivel e a lucratividade alcancada pelo
setor sucroalcooleiro tém trazido euforia aos produtores de cana-de-aglcar, com reflexos na
intensificacdo e na expansao do seu cultivo. Dentre os fatores de producéo relacionados com a
modernizacdo da canavicultura brasileira, destaca-se o crescimento da demanda pela colheita
mecanizada (PAULINO et al., 2004; SOUZA et al., 2005; SEVERIANO, 2007), os quais,
muitas vezes, trafegam sobre o solo em condi¢des desfavoréveis em termos de contetido de
agua, tornando praticamente inevitavel a ocorréncia da compactacdo do solo (IAIA et al.,
2006). Entretanto, o trafego de maquinas vem promovendo alteracdes nas propriedades fisicas
dos solos e intensificando o processo de compactacdo dos mesmos (SEIXAS; OLIVEIRA
JUNIOR, 2001; CAMILOTTI et al., 2005; MOSADDEGHI et al., 2007; SOUZA et al.,
2010), que afeta diretamente a qualidade do solo e da agua (OLIVEIRA et al., 2003;
LANZANOVA et al., 2007), trazendo como consequéncias a queda do crescimento e de
produtividade da cultura e o aumento dos processos erosivos (BUSSCHER et al., 2000;
OLIVEIRA et al., 2004; SERAFIM et al., 2008).

Por outro lado, é comum no Brasil o plantio da cana em solos com baixa fertilidade,
presenca de camada de compactacdo, e elevada incidéncia de plantas daninhas, pragas e
doencas, em funcéo da crescente demanda do mercado (MOURA et al., 2000). Além disso, a
qualidade fisica assume importancia na avaliacdo do grau de degradacdo do solo e na
identificacdo de praticas de uso sustentaveis. Embora se admita que a verdadeira preocupacéo
esteja com a qualidade fisica, que tem afetado bastante a qualidade quimica e bioldgica do

solo, ja que uma depende da outra. Portanto, melhorando a qualidade fisica de determinado
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solo indiretamente se esta contribuindo para a melhoria das suas condigdes quimicas e
bioldgicas (FELIPE, 2008).

Uma das principais causas da degradacdo do solo é a compactacdo, resultado do
processo de aumento da densidade e resisténcia a penetracdo. As forcas que atuam na
compactagdo do solo podem ser classificadas em externas (trafego de veiculos, animais ou
pessoas) e internas (congelamento e degelo, umedecimento e secamento, expansdo e
contracdo da massa do solo), mas quando expressas como pressdo, tém a mesma acao no
sistema, podendo causar compactacao no solo (CAMARGO; ALLEONI, 2012).

Em geral, a resposta das plantas a compactacdo varia de acordo com o0s solos, as
condi¢Bes de umidade (SILVA et al., 2006; BEUTLER et al., 2007), densidade do solo e
resisténcia mecanica a penetracdo com o crescimento radicular (COELHO et al., 2000), as
culturas (SILVA; ROSOLEM, 2001) e as cultivares (BEUTLER et al., 2006; SILVA et al.,
2006). Embora, a relagdo entre essas respostas ja tenham sido extensivamente estudados,
valores de resisténcia relacionados diretamente com restricbes impostas ao crescimento
radicular ndo sdo conclusivas para uma série extensiva de solos. Na maioria dos estudos sobre
compactacdo do solo e desenvolvimento das culturas, pequena atencdo é dada as diferencas
genéticas dos materiais em relacdo ao seu desenvolvimento e estabelecimento em solos
compactados (SOYELU et al., 2001). Pelo fato de a compactacdo ser um sério problema para
os solos agricolas, ja que um dos atributos que mais interferem no desenvolvimento radicular
¢ a densidade do solo, o seu estudo é intenso, bem como também a busca por medidas que
permitam a comparacdo entre os diferentes solos (ALMEIDA et al., 2008).

A cana-de-aglcar, como outras culturas de grande valor econdmico e importancia
histérica e social, é susceptivel a diferentes patégenos. Os fitonematoides provocam grandes
perdas que em média variam entre 20 e 40% no primeiro corte em variedades susceptiveis,
reduzindo também a produtividade e, consequentemente, a longevidade da cana soca
(CAMPQS et al., 2006). Entre os fitonematoides de maior importancia para a cana-de-agucar
no Nordeste brasileiro destaca-se Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood, cujas
reducdes na produtividade podem variar de 36 a 77% (DINARDO-MIRANDA et al., 2003).

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de quatro niveis de compactagdo no solo no

desenvolvimento inicial de plantas de cana-de-agucar parasitadas por M. incognita.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo pertencente a Universidade
Federal Rural de Pernambuco, localizada no Municipio de Recife — Pernambuco, situado na
latitude de 58” 61 S, longitude 39’ 89” W e, altitude de 169 metros, com temperatura média
de + 30,25 °C, umidade relativa do ar de 77,38%. O solo utilizado foi um Argissolo amarelo
distrofico (EMBRAPA, 1999) de textura franco arenosa, coletado no municipio de Carpina,
Pernambuco.

Nas Tabelas 1 e 2 estdo apresentados os resultados das analises fisicas e quimicas do
solo usado no experimento. Antes do experimento, o material de solo foi peneirado em
peneira de 5 mm e autoclavado por 1 hora e 30 min, por 2 dias consecutivos, com um

intervalo de 24 h, a temperatura de 120 °C, e pressdo de 101 kPa.

Tabela 1 - Atributos quimicos do solo utilizado no experimento

Camada de coleta (m)

Atributos quimicos

05-09

pH (Agua) 4,6
Complexo Sortivo (cmol, kg™)

Ca** 0,37
Mg 0,51
Na®* 0,03
K* 0,04
H* + AP 2,84
Al 0,91
S 0,95
T 4,70
C (gkg™) 7,0
N (g kg™) 03
M.O. (g kg™ 23
P Assimilavel (mg kg™) 8
K (mg dm™) 0,04
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Tabela 2 - Atributos fisicos do solo utilizado no experimento

Camada de coleta (m)

Atributos fisicos

05-0,9

Composic¢édo granulométrica (%)

Areia grossa 53
Areia fina 24
Silte 8
Argila 15
Argila natural 6
Densidade (g cm™) do solo 1,58
dos solidos do solo 2,65

A variedade de cana-de-acucar usada foi a RB 863129, cedida pela Biofabrica do
Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste — CETENE. Apo6s 20 dias de aclimatacdo em
substrato na casa de vegetagéo, as plantas foram transferidas para vasos com 70 cm de altura e
58 cm de diametro, contendo o solo autoclavado, o qual recebeu calagem e adubacdo de
fundacdo segundo Universidade Federal do Ceara (1993). Ap6s mais 30 dias no vaso foi
realizado o experimento em delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos
(T1 — sem compactacdo com nematoide; T2 — 16% compactacdo com nematoide; T3 — 48%
compactacdo com nematoide; T4 — 64% compactacdo com nematoide, e T5 — testemunha
absoluta) e cinco repeti¢des.

O nivel de compactacdo foi determinado pela anélise granulométrica do solo através
de ensaio de Proctor que seguiu o padrédo normalizado pela ABNT/NBR 7182 MB 33 (1986).
A curva de compactacdo foi obtida compactando-se o solo em trés camadas com cinco
umidades, com intervalos de 2,5% entre os pontos, de forma que o terceiro ponto estivesse o
mais proximo da umidade critica, para que se pudesse obter a curva. Os tratamentos
relacionados a compactacdo do solo foram estabelecidos utilizando a metodologia de
Medeiros et al. (2005) através da expressao:
ds = densidade maxima (1,91 g cm™) - a densidade do solo solto peneirado (1,65 g cm™) =
0,26 g cm™.

Em seguida, determinaram-se os niveis de compactacao:
i.  Nivel 0: 0% da ds = a densidade minima do solo sem compactacdo = 1,65 g cm,
ii. Nivel 1: 16% da ds e as demais densidades foram determinadas por regra de trés
simples: 0,26 100\ x = (0,26 x 16) /100 = 0,042 \ ds a 16% =1,65 + 0,042 = 1,69 g cm’
3.
iii.  Nivel 2: 48% da ds: x = (0,26 x 48)/100 = 0,13 => 1,65 + 0,13 =1,78 g cm™.,

iv.  Nivel 3: 64% da ds: x = (0,26 x 64)/100 = 0,76 => 1,65 + 0,17 =1,82 g cm™.
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A capacidade do pote foi adotada como o contetdo de &gua retirada pelo solo apos
sofrer saturacdo e consequente acdo da gravidade, até o cessamento da drenagem, segundo
Souza et al. (2000). A irrigacao dos vasos foi controlada através do procedimento de pesagem,
diariamente, em balanca de precisdo com sensibilidade de 1 g entre 7 e 9 horas da manha,
para posterior reposicdo da agua evapotranspirada no periodo, mantendo-se 0s Vvasos
proximos a capacidade de campo e esta foi iniciada no 50° dias apés a estabilidade das mudas
nos vasos.

A populacdo de M. incognita foi obtida em plantas de cana-de-agUcar cultivadas em
campo, mantida em casa de vegetacdo em tomateiro (Solanum lycopersicum L.) e,
posteriormente, em pimentdo (Capsicum annuum L.) em solo autoclavado. Antes do
lancamento do experimento, o inoculo foi multiplicado em potes com mistura de solo, areia e
humus na proporcdo 3:1:1, respectivamente, devidamente esterilizado. Vinte dias apds,
plantulas de tomateiros, obtidas de sementes foram selecionadas quanto ao vigor e
transferidas para os copos plasticos de 250 mL, contendo o mesmo substrato igualmente
esterilizado. Para o preparo do inoculo, usou-se 0 método de Hussey e Barker (1973) para
extracdo de ovos, a partir das raizes parasitadas do tomateiro e pimenteira. As inoculac6es
foram efetuadas com pipetas de graduacdo automatica, sendo a suspensdo vertida ao redor de
cada planta. Cinco dias apds a inoculagdo, as plantas foram transferidas para vasos de 3 L e
7,0 cm de diametro, e mantidas em ambiente de casa de vegetacdo por mais 40 dias, quando
foram extraidos os ovos para o experimento, conforme Hussey e Barker (1973). As plantas de
cana-de-actcar foram inoculadas com suspenséo de 6.000 ovos mL™ planta™, apés 50 dias de
estabilidade das mudas micropropagadas. O inoculo foi vertido no solo, com o auxilio de uma
pipeta calibrada, em orificios ao redor da planta. A colheita foi realizada aos 90 dias apds a
inoculacéo.

Foram avaliados aos 120 dias os seguintes parametros: altura da planta, diametro do
colmo, numero de folhas, biomassa fresca das raizes, biomassa fresca da parte aérea,
biomassa seca da parte aérea e nimero de ovos do nematoide. Para a avaliacdo do
crescimento morfologico, as mensuragfes foram realizadas 90 dias apds a inocula¢do, com
auxilio de uma trena e um paquimetro. Para a avaliacdo da matéria seca as amostras coletadas
foram armazenadas em sacos de papel, previamente identificados e, posteriormente, pesadas e
encaminhadas para a secagem em estufa com circulacéo de ar for¢ada a 65°C por um periodo

de 72 horas, e pesadas novamente.
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Para coleta dos ovos, para facilitar a remocao dos sistemas radiculares, os vasos foram
colocados em um tanque de &gua, por alguns minutos e, cuidadosamente, o solo foi removido
cada planta, de modo a minimizar as perdas de massa de ovos. Foram realizadas trés lavagens
de cada sistema radicular, fazendo-o passarem por baldes de &gua limpa, tomando-se, em
seguida, o peso da matéria fresca dos sistemas radiculares. Para extragdo dos ovos seguiu-se a
técnica de Hussey e Barker (1973).

Os dados foram submetidos, a andlise de variancia e quando significativos foram

submetidos analise de regressdo, utilizando os programas Excel e SAS.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Néo foram significativos (P>0,05) os efeitos dos tratamento no didmetro do colmo,
namero de folhas, biomassa fresca das raizes e da parte aérea e a biomassa seca da parte
aérea. Efeitos significativos (P<0,05) foram detectados para o comprimento do colmo e
namero de ovos do nematoide.

Ao trabalharem com cana-de-acUcar submetida a niveis de compactacdo no campo,
Lima et al. (2012) concluiram que a densidade mé&xima permitida para a cultura da cana-de-
actcar foi de 1,45 g cm™. Segundo estes autores, para a cana-de-aclicar um aumento na
densidade do solo, principalmente na camada superficial, prejudicaria o desenvolvimento do
sistema radicular, j& que esta cultura tem seu nivel de exploracdo nutricional arranjado na
camada aravel do solo. Densidades muito altas poderiam comprometer a respiracdo das raizes
e exercer resisténcia ao seu desenvolvimento. Entretanto, no presente estudo, a densidade de
1,82 g cm™ ndo afetou a quase totalidade das variaveis de desenvolvimento da planta
avaliadas, corroborando Freddi et al. (2009) que, trabalhando com a cultura do milho em solo
compactado, observaram que as caracteristicas agronémicas da cultura ndo foram afetadas,
apresentado desenvolvimento homogéneo.

Em relacdo a altura da planta, a Figura 1 indica que a altura do colmo obteve maior
média (74,50 cm) quando sofreu maior nivel de compactacdo do solo (64%), representado
com uma regresséo linear, sendo o valor de R? = 72,9%, discordando da literatura. Foloni et
al. (2003), estudando cultivares de milho sob solo compactado, verificaram que as
caracteristicas agrondmicas foram afetadas, porém a compactacdo superficial ndo afetou a
producdo total de raizes, embora o impedimento fisico tenha alterado a distribuicdo do

sistema radicular das plantas. Silva e Rosolem (2001) verificaram que o crescimento aéreo do
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sorgo granifero foi reduzido em mais de 40% ao final de 38 dias de cultivo, com uma
resisténcia mecanica do solo da ordem de 1,22 MPa.

De acordo com Barros et al. (2010), a resisténcia do solo a penetracdo é uma das
propriedades fisicas diretamente relacionadas com o crescimento das plantas e modificadas
pelos sistemas de preparo do solo. Valores excessivos de resisténcia do solo podem
influenciar o crescimento das raizes em comprimento e didmetro. Em geral, areas de sistemas
manejo agricola apresentam maiores densidades do solo (VALPASSOS et al., 2001), ja que
tanto a densidade do solo como a resisténcia mecanica a penetracéo estdo relacionados com a
profundidade do solo (LOPES et al., 2007; CARDOSO, 2010; CARDOSO et al., 2012).
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Figura 1 - Efeito de diferentes niveis de compactacdo do solo na variavel altura (ALT) da

cana-de-agUcar, em casa de vegetacdo, Recife — PE, 2011

A compactacdo do solo afetou a reproducdo do nematoide, que diminuiu a medida em
gue houve aumento da compactacdo (Figura 2). Segundo Cardoso et al. (2012) o género
Meloidogyne sp. esta positivamente relacionado com espago o poroso do solo, ja que é uma
espécie que necessita essencialmente de trocas gasosas, através de sua cuticula, sendo assim,
espeécies que predominam em solos arenosos.

De acordo com Tita et al. (2002), Meng et al. (2006), Miranda (2009), Ribeiro et al.
(2009), Vicente et al. (2010), Caixeta (2011) e Vicente (2011) a maior populacdo de
nematoides concentra-se na camada superficial do solo, onde se encontra as primeiras
camadas do sistema radicular, o que também pode ser associado a compactagdo das camadas
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mais profundas, pois estas modificam 0s espacos porosos, e diminuem a oxigenacao do solo e
a quantidade de nutrientes.

Além disso, Miranda (2009) afirma que a densidade do solo é critica para a
mobilidade e atividade dos nematoides, mas quando muito alta afeta a sobrevivéncia devido
as limitacdes de oxigénio. Vicente (2011) relata que a densidade populacional de nematoide
esta diretamente relacionada com a quantidade de matéria orgénica no solo, pois a mesma
fornece maior mobilidade e oxigenacdo para estes microrganismos patogénicos, corroborando
os resultados de Olabiyi et al. (2009), que afirmam que os parasitos de plantas sdo favorecidos
em solos com textura arenosa. Ademais, Li et al. (2007) afirmam que a distribuicdo de
parasitos de plantas no perfil do solo é reflexo da distribuicdo das raizes, contudo, no presente

estudo a biomassa das raizes ndo variou com as diferentes densidades de solo aplicadas.
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Figura 2 — Efeito de diferentes niveis de compactacdo do solo na variavel nimero de ovos do

nematoide M. incognita na cana-de-agucar, em casa de vegetacdo, Recife — PE, 2011

Segundo Pattison et al. (2008), os nematoides parasitos de plantas tendem a se
favorecer dos monocultivos, ja que estes sdo locais com muito estresse ambiental. (GOMES
et al., 2003; MONDINO et al., 2006; LI et al., 2007; KIMENJU et al., 2009; MONDINO et
al., 2009; CARDOSO, 2010; CARDOSO et al., 2012), discordando do presente estudo, onde
0 maior nivel de compactacédo aplicado promoveu nimero de ovos do M. incognita. Bouwman
e Arts (2000) afirmam que os nematoides parasitas de plantas sdo influenciados positivamente

por solos compactados, bem como por uma maior densidade do solo.
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CONCLUSAO

O aumento dos niveis de compactacdo do solo de 1,65 g cm™ para 1,82 g cm™
proporcionou reducdo na multiplicacdo de M. incognita e aumento no comprimento do colmo
da variedade de cana-de-agcicar RB863129, mas ndo afetou outras varidveis de

desenvolvimento planta.
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CAPITULO 5

Efeito do estresse hidrico e fungos micorrizicos arbusculares no desenvolvimento inicial

e componente quimicos da cana-de-acucar

Resumo: O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de niveis de estresse hidrico no solo e
dos fungos micorrizicos arbusculares (FMA) Claroideoglomus etunicatum, Gigasporas rosea,
Acaulospora longula e Fuscutata heterogama no desenvolvimento vegetativo inicial,
producdo de biomassa fresca e seca, colonizagdo micorrizica, teores de fosforo, proteinas,
enzimas e aminoécido da cana-de-acucar variedade RB 857515 em condicBes de casa de
vegetacdo. O nivel de estresse hidrico de 50% CP diminuiu o didmetro do colmo, a biomassa
fresca da parte aérea e raiz da cana-de-acUcar, como também os FMA no solo e raiz da planta.
Entretanto, os FMA e o nivel de estresse hidrico de 50% CP, isoladamente ou em conjunto,
ndo afetaram a altura da planta, nimero de folhas, matéria seca e teores de fosforo, proteinas
solUveis totais, catalase, ascorbato peroxidase, polifenoloxidase, peroxidase e prolina da cana-

de-acucar.

Palavras-chaves: Claroideoglomus etunicatum, Gigasporas rosea, Acaulospora longula,

Fuscutata heterogama, enzimas

Effect of drought stress and arbuscular mycorrhizal fungi on sugarcane initial

development and chemical components

Abstract: The objective of this study was evaluating the effect of soil drought stress and the
arbuscular mycorrhizal fungi (FMA) Claroideoglomus etunicatum, Gigasporas rosea,
Acaulospora longula and Fuscutata heterogama on sugarcane initial vegetative development,
fresh and dry biomass production, mycorrhizal colonization, and phosphorus, protein,
enzymes and amino acid contents of sugarcane variety RB857515 under greenhouse. The
50% CP drought stress level decreased stalk diameter, fresh shoot and root biomass and FMA
in soil and roots. The FMA and the 50% CP drought stress, isolated or in association, did not

affect plant height, leaves number and dry plant biomass as well the phosphorus, total soluble
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proteins, catalase, ascarbate peroxidase, polyphenol oxidase, peroxidase, and proline contents

In sugarcane.

Keywords: Claroideoglomus etunicatum, Gigasporas rosea, Acaulospora longula, Fuscutata

heterogama, enzymes

INTRODUCAO

A cultura da cana-de-aglcar (Saccharum L.) reveste-se de grande importancia
socioecondmica, visto que € utilizada como matéria-prima para producdo do agucar e do
alcool. Este dltimo, ainda mais em evidéncia, devido a possibilidade de escassez dos
combustiveis fosseis 0 que preocupa 0 mundo moderno, altamente dependente de energia para
sobreviver (ARGENTON, 2006). A procura por fontes de energia renovaveis e menos
poluentes traz incentivos para o aumento de produtividade da cana-de-agUcar, ja que o alcool,
fonte de energia alternativa, contribui para a reducdo de emissdes de gases causadores do
efeito estufa na atmosfera terrestre. A emissdo de gases gerados pela combustdo do alcool é
compensada pela fixacdo de CO, durante o periodo de cultivo da cana-de-agucar (BRASIL,
2005).

A utilizacdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) apresenta grande importancia
para 0 crescimento de varias espécies de plantas, principalmente frutiferas, devido ao grande
potencial para o desenvolvimento mais eficiente das culturas, e também, por minimizar o uso
de fertilizantes (COSTA et al., 2001; BRESSAN et al., 2001; GUPTA et al., 2002; KAPOOR
et al., 2002; FREITAS et al., 2004; DINIZ, 2007; RUSSOMANNO et al., 2008). Os FMA
aumentam a absorcdo de nutrientes do solo, principalmente do fésforo; a absorcdo de agua,
principalmente em periodos de estiagem, e a resisténcia das plantas (SOUZA et al., 2001;
SIQUEIRA et al., 2002; JEFFRIES et al., 2003; BAREA et al., 2005; RUSSOMANNO et al.,
2008; SMITH; READ, 2008; KIRIAACHEK et al., 2009; SILVA; AMORIM, 2009;
MACHINESKI et al., 2010; NGWENE et al., 2010; SERRAO et al., 2012). De acordo com
Genre et al. (2005), alem dos efeitos nutricionais, a associa¢do confere tolerancia as plantas
contra estresses bioticos e abidticos, contribuindo para a estabilidade dos agregados, aumento
da aeracdo do solo e subsequente disponibilidade de agua (AL-KARAKI et al., 2004;
RILLIG, 2004; BORIE et al., 2008; MACHINESKI et al., 2010), ja que plantas micorrizadas
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mantém maior condutancia estomatica durante periodos de deficit hidrico e,
consequentemente, maior dependéncia difusiva (AUGE et al., 2004).

Segundo Silveira e Freitas (2007), as plantas micorrizadas apresentam maior atividade
fotossintética, maior atividade enzimatica e de producdo de substancias reguladoras de
crescimento. Essas alteracGes metabolicas conferem as plantas maior resisténcia aos efeitos
provocados por estresses de natureza bidtica (pragas e doencas) ou abiotica (déficits hidricos e
nutricionais ou estresses térmicos). Ecologicamente, a micorrizacdo possibilita melhor
utilizacdo e conservacgdo dos nutrientes disponiveis no sistema solo-planta, por possibilitar as
plantas melhor adaptagdo ao ecossistema, bem como a maior capacidade de adaptacdo de
mudas transplantadas.

Entretanto, pesquisas relatam que ha escassez de trabalhos relacionados com a
interacdo entre os FMA e a cana-de-agucar. Kelly et al. (2001) afirmam que essa dificuldade
de colonizacdo dos FMA na cultura da cana-de-acUcar deve-se, também, a grande utilizagéo
de fertilizantes quimicos, principalmente os fosfaticos, o que inibe a colonizagdo micorrizica.
Apesar da resposta da cana aos FMA em condi¢Ges de campo ser pouco expressiva, existe
grande potencial de emprego dessa tecnologia na etapa de producdo de mudas livres de
patdgenos, com aumentos no indice de sobrevivéncia das plantas e maior vigor inicial
(SILVEIRA; FREITAS, 2007), ficando mais adaptadas ao transplantio ao campo
(CAVALCANTE et al., 2002; SILVA et al., 2009).

A seca é um fendmeno complexo, considerado um dos fatores mais importantes
limitante da producdo agricola em todo o mundo. Por outro lado, a pratica da irrigacdo €
fundamental para garantir a estabilidade das colheitas, elevar o indice de produtividade das
culturas e permitir a incorporacao de areas com precipitacdes reduzidas ou mal distribuidas no
processo produtivo, que é o caso na regido Nordeste do Brasil. No Nordeste, a disponibilidade
de luz, de agua e de nutrientes varia no tempo e espaco e é considerado o fator abidtico que
mais afeta o estabelecimento das plantulas (EVANS; EDWARDS, 2001). Além disso, durante
0 estresse hidrico, a 4gua no solo é mais fortemente retida e a transferéncia do soluto para as
plantas é menos eficiente, podendo ndo atender as exigéncias nutricionais das da cultura
(BELTRANO; RONCO, 2008). Contudo, a capacidade da espécie em adequar-se morfoldgica
e fisiologicamente as variagdes na disponibilidade de recurso hidrico e em associar-se com
FMA favorece o estabelecimento de plantas em ambientes limitantes em agua (EVANS;
EDWARDS, 2001; HURST et al., 2002), pois a associagdo entre raizes e FMA é influenciada,
entre outros fatores, pela disponibilidade de agua (ENTRY et al., 2002).

89



Ressaltando, ainda, que a disponibilidade de &gua é a principal varidvel climética
causadora de variabilidade da produtividade da cana-de-agucar (TRENTIN, 2010), j& que
segundo Maule et al. (2001) e Inman-Bamber (2004) as temperaturas elevadas em periodos de
estresse hidrico causam a diminuicdo da area foliar da cultura, pois aceleram o processo de
senescéncia das folhas verdes. Dependendo da variedade de cana-de-agucar, as plantas
tendem a fechar os estdmatos, enrolar as folhas e realizar ajustes osmoticos, como
mecanismos de tolerancia ao estresse hidrico (INMAN-BAMBER; SMITH, 2005).

Além disso, ha grande interesse pelo desenvolvimento de pesquisas relacionadas ao
uso eficiente de &gua, objetivando o aumento de producdo com utilizacdo minima dos
recursos hidricos disponiveis. Nesse contexto, faz-se necessario a execugdo de estudos do
consumo de agua por diferentes variedades de cana-de-agUcar nas regiées onde essa espécie €
cultivada nas condic6es de sequeiro. Por outro lado, em cultivos irrigados, o conhecimento da
transpiracdo, juntamente com o desenvolvimento de sensores eletrdnicos, é fundamental para
0 manejo da frequéncia e duragédo dos intervalos de irrigagcdo (ZOLNIER, 2004; STEIDLE
NETO et al., 2005). Assim como, a contribuicdo de FMA em cultivos sujeitos a deficiéncia
hidrica pode ser importante, pela capacidade de estimular o crescimento vegetal, quando a
simbiose é estabelecida de forma eficiente. No entanto, estudos sobre 0o comportamento de
plantas micorrizadas em ambientes sob deéficit hidrico, tém mostrado resultados variados
(CAVALCANTE et al., 2001; JEFFRIES et al., 2003).

Face ao exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de niveis de estresse
hidrico no solo e FMA no desenvolvimento vegetativo inicial, producdo de biomassa fresca e
seca, colonizacdo micorrizica, teores de fosforo, proteinas, enzimas e aminoacido da cana-de-

acucar.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo pertencente a Universidade
Federal Rural de Pernambuco, localizada no Municipio de Recife — Pernambuco, situado na
latitude de 58” 61 S, longitude 39’ 89” W e, altitude de 169 metros, com temperatura média
de + 30,25 °C, umidade relativa do ar de 77,38%. O solo utilizado foi um Argissolo amarelo
distrofico (EMBRAPA, 1999) de textura franco arenosa, coletado no municipio de Carpina,

Pernambuco.
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As Tabelas 1 e 2 apresentam os resultados das analises fisicas e quimicas do solo
utilizado. Para o experimento, o material de solo foi peneirado em peneira de 5 mm, e
autoclavado por 1 hora e 30 min, por 2 dias consecutivos, com um intervalo de 24 h, a uma

temperatura de 120 °C, e a uma pressédo de 101 kPa.

Tabela 1 - Atributos quimicos do solo utilizado no experimento

Camada de coleta (m)

Atributos quimicos

0,5-0,9

pH (Agua) 4,6
Complexo Sortivo (cmol, kg™)

Ca** 0,37
Mg 0,51
Na" 0,03
K* 0,04
H* + AP 2,84
Al 0,91
S 0,95
T 4,70
C (gkg™) 7,0
N (g kg™) 0,3
M.O. (g kg™ 23
P Assimilavel (mg kg™) 8
K (mg dm™) 0,04

Tabela 2 - Atributos fisicos do solo utilizado no experimento

Camada de coleta (m)

Atributos fisicos

05-0,9

Composic¢édo granulométrica (%)

Areia grossa 53
Avreia fina 24
Silte 8
Argila 15
Argila natural 6
Densidade (g cm™) do solo 1,58
dos sélidos do solo 2,65

A variedade de cana-de-acgucar utilizada foi a RB 857515, cedida pela Biofabrica do
Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste — CETENE. As mudas passaram por 20 dias
de aclimatacdo em substrato na casa de vegetacdo. Em seguida, foram implantadas em vasos
com 70 cm de altura e 58 cm de didmetro, contendo o solo autoclavado, o qual recebeu

calagem e adubacéo de fundacédo segundo Universidade Federal do Ceara (1993).
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A capacidade do pote (CP) foi adotada como o conteldo de agua retirada pelo solo
apos sofrer saturacdo e consequente acdo da gravidade, até o cessamento da drenagem,
segundo Souza et al. (2000). A irrigacdo dos vasos foi controlada atraves do procedimento de
pesagem, diariamente em balanca de precisdo com sensibilidade de 1 g entre 7 e 9 horas da
manhd, para posterior reposicdo da dgua evapotranspirada no periodo, mantendo-se 0s vasos
proximos a capacidade de campo e esta foi iniciada no 50° dias apés a estabilidade das mudas
Nos vasos.

O delineamento estatistico adotado foi blocos ao acaso em esquema fatorial 2° com 4
tratamentos (T1- 50% CP com FMA; T2- 100% CP — com FMA,; T3- 50% CP sem FMA;
T4- 100% CP sem FMA) com 16 repetices.

Os FMA utilizados em mistura foram: Claroideoglomus etunicatum (W. N. (Becker &
Gerd) C. Walker & A. Schiibler, Gigasporas rosea T. H. Nicolson & N. C. Schenck,
Acaulospora longula Spain & N. C. Schenck e Fuscutata heterogama Oehl, F. A. Souza, L.
C. Maia & Sieverd provenientes do Laboratério de Micorrizas do Departamento de Biologia
da Universidade Federal de Pernambuco. Os FMA foram multiplicados, cada espécie em um
vaso separadamente, em plantas testes pain¢o (Panicum miliaceum L.), milho (Zea mays L.),
girassol (Helianthus annus L.) e sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) por um periodo de trés
meses em vasos com 3 kg de solo esterilizado em autoclave a 120 °C, durante lhora e 30
minutos, por duas vezes, em dias consecutivos. Apds os trés meses, periodo suficiente para os
FMA apresentarem um 6timo nimero de sua populacdo, cessou-se a irrigacdo até as folhas
das “plantas armadilhas” secarem, e assim, realizou-se avaliagdo da quantidade de esporos por
10 g de solo, utilizando a metodologia de Gerdemann e Nicolson (1963). A inoculacdo dos
FMA na cana-de-acUcar foi realizada com 200 esporos planta™, apés 20 dias de instalacio da
mudas em casa de vegetacdo. E a colheita realizou-se apos 90 dias da inoculacdo dos FMA,
tendo a planta idade de 140 dias.

As variaveis avaliadas fundamentaram-se no crescimento morfoldgico (comprimento
do colmo, didametro do colmo, nimero de folhas), biomassa fresca das raizes, biomassa fresca
da parte aérea, biomassa seca da parte aérea, colonizagdo micorrizica, analise de fosforo, das
proteinas solUveis totais, das enzimas catalase, ascorbato peroxidase, polifenoloxidase e
peroxidase e da prolina.

Para a avaliagdo do crescimento morfologico, as mensuraces foram obtidas no 90°
apos a inoculagdo de nematoides, com auxilio de trena e paquimetro. Para a avaliacdo da

matéria seca, as amostras coletadas foram armazenadas em sacos de papel, previamente
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identificados e, posteriormente, pesadas e encaminhadas para a secagem em estufa com
circulacdo de ar forgada a 65°C por 72 horas ou até obterem peso constante, e pesadas
novamente. As amostras do segundo experimento foram moidas e condicionadas em sacos de
polietileno para realizacdo das anélises de fosforo (P) utilizando o método de Miyazawa et al.
(1984) no Laboratoério de Quimica Vegetal da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Os FMA foram extraidos de aliquotas de 50 g de solo de cada amostra, utilizando a
técnica de peneiramento Umido (GERDEMANN; NICOLSON, 1963) seguida de
centrifugacdo em agua e solucédo de sacarose (JENKINS, 1964) a 50% (p/v). A colonizagéo
micorrizica foi estimada em 100 fragmentos de 1 cm (GIOVANNETTI; MOSSE, 1980), apds
diafanizacdo das raizes em KOH 10% e H,0, 10% e colora¢do com azul de trypan 0,05%
(PHILLIPS; HAYMAN, 1970), montados em laminas e observados em microscépico.

Dados das analises bioguimicas foram obtidos utilizando a 3° folha de cada planta,
submergiu-as em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer. O extrato das amostras foram
preparados para as analises pela homogeneizacdo de 0,1 g de matéria fresca em 4 mL do
tampéo fosfato de sédio 0,1 M (pH 6.5) adicionado de 0,05 g de polivinilpirrolidona (PVP). O
homogenato foi centrifugado a 10.000 x g a 4°C por 10 minutos (ZERAIK et al., 2008) e
realizada a andlise das proteinas soltveis totais (BRADFORD, 1976) e das enzimas catalase
(BERRS; SIZER, 1952), ascorbato peroxidase (NAKANO; ASADA, 1981), polifenoloxidase
(KAR; MISHRA, 1976) e peroxidase (FATIBELHO-FILHO; VIEIRA, 2002). Para analise do
aminoéacido prolina foi preparado o extrato obtido de 0,1 g de matéria fresca em 5 mL de
acido sulfosalicilico a 3%. O homogenato foi centrifugado por 10 minutos a 2.000 rpm e
filtrado em papel de filtro n° 2, em seguida utilizou metodologia de Bates et al, 1973.

Os dados foram submetidos, a andlise de variancia e, quando significativos, foram

submetidos teste Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico SAS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve interacdo entre FMA e estresse hidrico, como também n&o foi significativo
(P>0,05) o efeito dos FMA para o comprimento e diametro do colmo, nimero de folhas,
biomassa fresca da parte aérea e raiz, biomassa seca e teor de P da planta, embora o estresse
hidrico tenha afetado significativamente (P<0,05) o didmetro do colmo, o nimero de folhas e

a biomassa fresca da parte aérea e raiz da planta. Por outro lado os FMA interagiram com o
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estresse hidrico afetando a populacdo de fungos micorrizicos arbusculares no solo e a
populacdo de fungos micorrizicos arbusculares nas raizes.

Costa et al. (2001), avaliando o crescimento vegetativo de dois genotipos de aceroleira
(Malpighia emarginata) inoculada com Gigaspora margarita e C. etunicatum, observaram
que houve aumento significativo na altura das mudas aos 56, 84 e 110 dias, como também da
biomassa seca, corroborando com Russomanno et al. (2008), em plantas de alecrim
(Rosmarinus officinalis) e manjericdo (Ocimum Basilicum L.), e Silva et al. (2009) em
maracujazeiro amarelo (Passiflora edulis). Resultados contrarios a presente pesquisa, ja que
esta ndo houve efeito significativo da altura da planta e matéria seca.

Todavia, Souza et al. (2001), trabalhando com Andropogon gayanus e Stylosanthe
guianensis inoculados com Glomus etunicatum e niveis de P (0, 50, 100, 200 e 300 mg kg™ de
solo) sob estresse hidrico, contataram aumento da matéria seca e desenvolvimento radicular,
mesmo em altos teores de fésforo, em ambas as plantas estudadas. Segundo os autores, 0s
incrementos significativos do P, foram realcados na presenca dos FMA, demonstrando efeito
benéfico da interacdo micorrizica x adubacdo fosfatada sobre a maior tolerdncia dessas
espécies a deficiéncia hidrica.

No presente estudo, o P ndo foi afetado pelo estresse hidrico e inoculagcdo dos FMA,
corroborando com Costa et al. (2001) e Diniz (2007) em plantas de agaizeiro (Euterpe
oleracea), aceroleira e seringueira (Hevea brasiliensis), respectivamente. Os autores
justificaram que os niveis de P no solo eram muito baixos. Contudo, no solo trabalhado a
concentracdo de P assimilavel foi de 8 mg kg™, considerada mediana para o cultivo, ja que em
altas concentracdes de P ha um inibicdo na colonizacdo de FMA nas raizes das plantas, ja que
a planta ndo necessitaria gastar foto assimilados com o FMA (que emite hifas no solo e
aumenta a absorcdo de nutrientes, principalmente, os de baixa mobilidade). O fungo nesse
caso se comportaria como um parasita podendo até interferir no desenvolvimento da planta,
fato pelo qual a maioria das pesquisas com FMA sdo realizadas em solos pobres ou
dependentes de fosforos (SMITH; READ, 2008; KIRIACHER et al., 2009).

A auséncia de efeito dos FMA e estresse hidrico sobre a matéria seca contradiz Diniz
(2007) que observou ganho de 28%, 33% e 49% de matéria seca total, matéria seca da parte
aerea e materia seca da raiz, respectivamente, nas mudas de seringueira inoculadas com
Glomus clarum. Semelhantemente, Amerian et al. (2001) e Beltrano e Ronco (2008)
obtiveram aumento significativo na cultura do milho (Zea mays L.) e trigo (Triticum spp.),

respectivamente, sob estresse hidrico moderado e gravissimo, inoculados com Glomus
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claroideum. Soares et al. (2003) encontraram aumento de 560% em ipé roxo (Handroanthus
heptaphyllus (Vell.) Mattos.) inoculado com Gigaspora margarita, aos trés meses de cultivo,
comparado ao nao inoculado.

Segundo Augé (2001), Ruiz-Lozano (2003), Sanchez-Blanco et al. (2004) e
Goicoechea et al. (2005), a simbiose (FMA) tem demonstrado aumentar a tolerancia a
deficiéncia de agua, embora os mecanismos envolvidos sejam controversos, pois em
condicdes de seca, o potencial de agua na folha diminuiu em ambas ndo-micorrizicas e plantas
micorrizadas, embora essa diminui¢do seja menor em plantas estressadas e micorrizadas. Isto
ocorre, possivelmente, devido ao fato de que em baixos potenciais hidricos no solo as plantas
micorrizadas podem absorver mais agua do que as ndo-micorrizadas, como mencionado por
Porcel e Ruiz-Lozano (2004).

O nivel de estresse de 50% CP foi suficiente para que a cana-de-aclcar apresentasse
alteracfes no desenvolvimento e crescimento vegetativo, mesmo na presenga dos FMA,
havendo diminuigdo de 75%, 83,55% e 80,54% no diametro do colmo, biomassa fresca da
parte aérea e da raiz, respectivamente (Tabela 3). Russomanno et al. (2008) obtiveram
resultado contrario em relacdo a biomassa fresca da raiz, na cultura do alecrim, ndo ocorrendo
diferenga entre as espécies inoculadas de FMA (C. etunicatum e G. clarum), contrario a
cultura do manjericdo, onde a biomassa fresca da raiz obteve aumento de 93,10 %, quando
comparado ao controle. Corroborando com Chu et al. (2001), Silva et al. (2001), Trindade et
al. (2001), Carneiro et al. (2004) e Silva et al. (2009), em outras culturas inoculadas com
FMA.

Tabela 3 - Valores médios de didametro do colmo (DIAM), biomassa fresca da parte aérea
(BFPA) e biomassa fresca da raiz (BFR) da cana-de-agucar sob estresse hidrico (50% CP) em
solo inoculado com fungos micorrizicos arbusculares (200 esporos planta™) em casa de

vegetacdo durante 90 dias, Recife — PE, 2011

Estresse DIAM (mm) PFA (9) PFR (g)
COM (50% CP) 0,63b 64,69b 19,83b
SEM (100% CP) 0,84a 77,43a 24,62a
DMS 0,24 23,75 7,93

As letras diferentes na coluna apresentam médias diferentes significativamente pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
COM - refere-se a 50% da capacidade do pote; SEM — refere-se a 100% da capacidade do pote.

Segundo Diniz (2007), um dos efeitos mais bem documentados dos FMA nas plantas é
0 crescimento vegetativo, o que ndo difere da pesquisa em questdo, que apresentou aumento

no didmetro do colmo da cana-de-aglcar, contudo, apenas quando ndo foi submetida ao
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estresse hidrico. De acordo com Diniz (2007), as mudas de seringueira obtiveram um aumento
significativo até 105 dias ap6s a inoculagdo de G. clarum, quando comparado ao controle.
Rocha et al. (2006), trabalhando com mudas de cedros inoculadas com varias espécies de
FMA encontraram efeito significativo no crescimento das plantas apds 180 dias de
inoculacdo. Soares et al. (2003), avaliando mudas de ipé roxo inoculadas com varias espécies
de FMA, constataram que as espécies G. margarita e G. fasciculatum promoveram aumento
de 87%, e Claroideoglomus etunicatum e Gigasporas rosea 78% e Glomus sp. 61%, no
diametro das mudas. Resultados contrarios ao de Silva et al. (2009), que observaram que
mudas de maracujazeiro amarelo ndo apresentaram diferenca no didmetro quando inoculados
com G. albida e S. heterogama.

As maiores quantidades de FMA ocorreram quando a cultura da cana-de-agucar néo
foi submetida ao estresse hidrico, indicando que os FMA se desenvolvem melhor (tanto na
raiz como no solo) quando a cana-de-agUcar encontra-se suprida de agua, ou seja, quando o
solo estd na capacidade de campo (Tabela 4). Costa et al. (2001) afirmam que a colonizagéo
dos FMA depende da espécie utilizada para determinada cultura, pois algumas espécies de
FMA podem proporcionar ou ndo aumento no crescimento vegetativo, dependendo da cultura
em que estes foram inoculados. Segundo os autores, a porcentagem de coloniza¢do nao se
correlacionou com quaisquer dos parametros de crescimento das plantas, como altura,

diametro, biomassa seca e area foliar.

Tabela 4 - Valores médios do numero de glomeosporos de fungos micorrizicos arbusculares
no solo (FMAS) e colonizacdo radicular de fungos micorrizicos arbusculares nas raizes
(FMAR) de cana-de-acucar sob estresse hidrico (50% CP) em solo colonizado com fungos
micorrizicos arbusculares (200 esporos planta™) em casa de vegetacdo durante 90 dias, Recife
- PE, 2011

FMAS (10g solo™) FMAR (%)
Estresse FMA DMS FMA DMS
COM SEM COM SEM
COM 8531aB  0,00bB 4,89aB  0,00bB
SEM 240,63aA  0,00bB 5441  19,37aA  0,00bB 4,48
DMS 54,41 4,48

Letras diferentes apresentam médias diferentes significativamente para cada variavel pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade,
sendo que as letras mindsculas referem-se a linha e as letras maitsculas referem-se a coluna.
CP = capacidade do pote, segundo Souza et al. (2000).

No experimento em questdo, com estresse hidrico as espécies de FMA inoculadas
apresentaram colonizacdo micorrizica menor (42,66 %) que no inicio (200 esporos planta™),
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quando comparado ao tratamento sem estresse hidrico com 120,32% de colonizagdo
micorrizica no solo. Bordin (2002), avaliando a micorrizacdo na cultura dos tomateiros,
observou que a maior colonizacdo micorrizica foi da espécie G. clarum (63,28%) em
comparacdo a G. margarita (57,48%). Normalmente, a eficiéncia micorrizica esta relacionada
a quantidade de micélio externo formado no solo, pois varia muito entre as espécies de FMA e
com o hospedeiro utilizado (ROSSUMANNO et al., 2008).

A eficiéncia da simbiose micorrizica esta relacionada com os fatores edafoclimaticos e
aspectos da relacdo fungo-planta, ou seja, dependendo da espécie de fungo utilizada e das
condicBGes do meio ambiente, a eficiéncia da simbiose planta/FMA também varia (COSTA et
al., 2001; CAVALCANTE et al., 2002; SILVEIRA et al., 2002). Ngwene et al. (2010)
contataram em feijoeiro caupi (Vigna unguiculata) inoculados com FMA sob adubacéo
fosfatada e nitrogenada, que a colonizacdo das micorrizos foi severamente reduzida. Bonfim
et al. (2010) observaram que o maior nimero de esporos de FMA, no sistema com
componente arbéreo (maior area radicular) na cultura do café (Coffea arabica L.) foi maior
em época seca, indicando que a restricdo de disponibilidade hidrica nesta estacdo induziu os
microrganismos associados a planta a manifestacdo de mecanismos de adaptacdo, como a
elevacdo da esporulagdo. Entretanto, para as duas estacOes avaliadas (seca e chuvosa), ndo
foram observadas correlacdo entre 0 nimero de esporos e o potencial hidrico foliar, indicando
que, independente do periodo, os FMA atuam normalmente na cultura e no solo. Resultados
semelhantes foram observados por Amorim et al. (2004), em aroeira (Schinus terebinthifolius
Raddi) e umbuzeiro (Spondias tuberosa L.) sob condicdes de estresse hidrico. Segundo Maia
et al. (2006), a introducdo de arvores no cultivo das culturas, em geral, implica em maior
acumulo de matéria organica sobre o solo, consequentemente, maior colonizacdo dos FMA
nas culturas.

Diniz (2007) avaliando mudas de seringueiras inoculadas com G. clarum, verificou uma
percentagem de colonizacdo radicular baixa (18%) ap6s 195 dias e ap6s a inoculacdo das
plantas em solo com 640 ppm de P, o que é considerado relativamente alto teor de P no solo.
Contudo, a espécie G. clarum, segundo o autor, se adaptou mesmo em altas condic¢des de
fertilizacdo de P. Entdo, considerando que no presente experimento a concentragdo de P foi de
8 mg kg™, considerada mediana, é possivel especular que o P afetou na colonizacdo das
diferentes espécies de FMA (Claroideoglomus etunicatum, Gigasporas rosea, Acaulospora

longula e Fuscutata heterogama).
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N&o houve interacdo entre FMA e estresse hidrico, como também néo foi significativo
(P>0,05) o efeito isolado dos FMA e do estresse hidrico para as enzimas catalase, peroxidase,
ascorbato peroxidase, polifenoloxidase, proteina soltvel, e 0 aminoacido prolina. Resultados
semelhantes para atividade de proteina total nas folhas de trigo com e sem estresse hidrico
foram observados por Beltrano e Ronco (2008), embora, sob estresse severo, as plantas
micorrizadas apresentassem maior concentragdo de proteina do que as ndo micorrizadas.

De acordo com Serrdo et al. (2012), o desequilibrio ambiental provocado pela seca
prolongada afeta significativamente a atividade enzimatica, o que permite usa-la como
indicador da funcionalidade do solo e da dindmica de nutrientes. Da mesma forma, a
colonizagdo dos FMA no solo e o teor de P nas plantas também podem ser usados, embora, 0s

esporos sejam estruturas muito tolerantes ao estresse hidrico (SIQUEIRA, 2001).

CONCLUSOES

Os niveis de estresse hidrico de 60% e 80% CP ndo interferem na colonizacdo dos
FMA (C. etunicatum, G. rosea, A. longula e F. heterogama), no crescimento e
desenvolvimento inicial da cana-de-acucar variedade RB 857515.

O nivel de estresse hidrico de 50% CP diminui o didmetro do colmo, a biomassa fresca
da parte aérea e raiz da cana-de-agucar, como também os FMA no solo e raiz da planta.

Os FMA e o nivel de estresse hidrico de 50% CP, isoladamente ou em conjunto, nao
afetam a altura, nimero de folhas, matéria seca e teores de P, proteinas sollveis totais,
catalase, ascorbato peroxidase, polifenoloxidase, peroxidase e prolina da variedade RB
857515.
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CAPITULO 6

Efeito do estresse hidrico, nematoide das galhas e fungos micorrizicos arbusculares no

desenvolvimento inicial e atividade fisiologica da cana-de-acucar

Resumo: O objetivo deste estudo foi avaliar efeitos da interagdo estresse hidrico (100 e 50%
da capacidade do pote) x nematoide das galhas (Meloidogyne incognita) x FMA (mistura dos
fungos micorrizicos arbusculares Claroideoglomus etunicatum, Gigasporas rosea,
Acaulospora longula e Fuscutata heterogama) no desenvolvimento vegetativo, producdo de
biomassa, multiplicacdo do fungo e do nematoide, e 0 crescimento da cana-de-aglUcar
variedade RB 863129. Tanto o estresse hidrico como o M. incognita diminuiram o
crescimento vegetativo e a producdo de biomassa fresca e seca da cana-de-acucar. Os FMA
aumentaram a biomassa fresca do colmo e raiz. O estresse hidrico aumentou as populacdes de
FMA no solo e raiz. Os FMA diminuiram o ndmero de galhas e o nimero de ovos de M.
incognita nas raizes. Tanto o estresse hidrico como M. incognita reduziram a atividade da
enzima ascorbato peroxidase na cana-de-agucar, mas 0 nematoide aumentou as concentracdes
de polifenoloxidase e de proteina soltvel na planta. O estresse hidrico reduziu os teores de P
das folhas, mas os FMA aumentam os teores de P no colmo, contudo o aumento de P
promovido pelos FMA ndo ocorreu sob estresse hidrico. As atividades das enzimas catalase e
peroxidase e do aminoacido prolina ndo foram afetados pelo estresse hidrico, M. incognita

e/ou FMA, 45 dias apds a inoculacdo do nematoide.

Palavras-chaves: Claroideoglomus etunicatum, Gigasporas rosea, Acaulospora longula,

Fuscutata heterogama, enzimas, interacdo

Effect of drought stress, root-knot nematode and arbuscular mycorrhizal fungi on
initial development and physiological activity of sugarcane

Abstract: The objective of this study was evaluating effects from the interaction drought
stress (50 and 100% pot capacity) x root-knot nematode (Meloidogyne incognita) x FMA
(association of the arbuscular mycorrhizal fungi Claroideoglomus etunicatum, Gigasporas
rosea, Acaulospora longula and Fuscutata heterogama) on vegetative initial development,

biomass production, nematode and fungi multiplication, and physiological activity of
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sugarcane variety RB863129. Either hydro stress or M. incognita decreased initial vegetative
development and fresh and dry biomass production of sugarcane. The FMA increased fresh
stalk and root biomass. Hydro stress increased FMA population in soil and roots. The FMA
decreased gall and nematode numbers in roots. Either drought stress and M. incognita
decreased ascorbate peroxidase contents in sugarcane, but the nematode increased polyphenol
oxidase and total soluble protein in plant. Drought stress decreased P content in leaves but
FMA increased P content in stalk, however, the increase in P promoted by the FMA did not
occur under hydro stress. Catalase, peroxidase and proline levels were not affect by hydro

stress, M. incognita and/or FMA, 45 days after nematode interaction.

Keywords: Claroideoglomus etunicatum, Gigasporas rosea, Acaulospora longula, Fuscutata

heterogama, enzyme, interaction

INTRODUCAO

A deficiéncia hidrica € um dos estresses mais comuns a que as plantas cultivadas estao
sujeitas durante o ciclo de vida. Em funcéo da alteracdo do ambiente, a inoculagéo das plantas
com fungos micorrizicos arbusculares (FMA) pode ser uma alternativa para aumentar o vigor
das culturas, principalmente se a umidade do solo encontrar-se entre 40 e 80%, considerada
Otima para o desenvolvimento e eficiéncia dos FMA (FARIAS et al., 2008). A eficiéncia dos
FMA e a dependéncia micorrizica das plantas variam de acordo com o fungo, planta
hospedeira e condicGes edaficas (MOREIRA-SOUZA; CARDOSO, 2002).

Os fungos FMA crescem em associagdo com a planta e ramificam-se no solo e nas
raizes, atuando como complemento do sistema radicular do hospedeiro, aumentam a
capacidade de absorcdo de nutrientes de baixa mobilidade no solo pelas radicelas (fésforo,
zinco, etc.), aumentam o desenvolvimento das plantas, a absor¢do de dgua e resisténcia das
plantas a periodos de estiagem e, principalmente, a resisténcia das plantas a patégenos do
sistema radicular, sendo considerados bi controladores de doencas e pragas (MAIA et al.,
2001; LARANJEIRA, 2001; CAVALCANTE et al., 2002; BRANDAO et al., 2004;
MORATELLI et al., 2007; RUSSOMANNO et al., 2008, SILVA et al., 2009). No entanto, a
associacdo entre raizes e FMA é influenciada pela disponibilidade de &gua (EVANS;
EDWARDS, 2001; ENTRY et al., 2002; HURST et al., 2002).
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Cofcewicz et al. (2001) afirmam que ha variabilidade na interacdo de FMA e
nematoides, indicando que a associagdo planta x nematoide x FMA é bastante especifica e
que alteracbes em um dos componentes pode levar a diversidade de resultados, néo
permitindo conclus@es definidas. Em geral, os dados existentes indicam que as reducdes de
crescimento, consequéncia da infeccdo por nematoides, tém sido menores em plantas
colonizadas por FMA comparadas as plantas ndo micorrizadas. Contudo, o efeito dos FMA
sobre a reproducdo de nematoides, tem sido apontado como dependente de um elevado
percentual de colonizacdo da raiz por esses organismos. Ja que tais patogenos afetam
drasticamente o sistema radicular das plantas causando rachaduras nas raizes, galhas,
necroses, impedindo a absor¢do de agua e nutrientes pela planta, culminando com a
diminuicdo da producdo, podendo leva-las a morte (KRZYZANOWSKI et al., 2011).

Em geral, o FMA ¢é capaz de produzir modificacbes as quais induzem maior
resisténcia ao estabelecimento de doencas na raiz, determinando a planta uma posicdo
privilegiada frente ao patdégeno que, desse modo, tem o seu efeito reduzido ou anulado
(MAIA et al., 2001). Nesse sentido, ha um notavel interesse no estudo de alternativas de
controle, sendo o controle biolégico uma das mais promissoras. Pesquisas na area de controle
biologico tém mostrado a eficécia e a habilidade dos fungos nematéfagos para colonizar a
rizosfera, o que tem sido apontado como uma caracteristica importante no biocontrole desses
parasitos (MAIA et. al., 2001; KRZYZANOWSKI et. al., 2006).

A utilizacdo de microrganismos como aprimoramento tecnoldgico, com a finalidade
de melhorar a disponibilidade de nutrientes as plantas, é uma préatica potencialmente
importante e muito necessaria para as culturas (TEIXEIRA et al., 2010).

O objetivo deste estudo foi avaliar efeitos da interacdo estresse hidrico x nematoides
de galhas x FMA no desenvolvimento vegetativo, producdo de biomassa fresca e seca,

reproducdo do nematoide e na atividade fisioldgica da cana-de-agucar (Saccharum sp.).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo pertencente a Universidade
Federal Rural de Pernambuco, localizada no Municipio de Recife — Pernambuco, situado na
latitude de 58’ 617 S, longitude 39’ 89” W e, altitude de 169 metros, com temperatura média
de £ 30,25 °C, umidade relativa do ar de 77,38%. O solo utilizado foi um Argissolo amarelo

distréfico (EMBRAPA, 1999) de textura franco arenosa, coletado no municipio de Carpina,
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Pernambuco. As Tabelas 1 e 2 apresentam os resultados das andlises fisicas e quimicas do
solo utilizado. Para o experimento, o material de solo foi peneirado em peneira de 5 mm, e
autoclavado por 1 hora e 30 min, por 2 dias consecutivos, com um intervalo de 24 h, a uma

temperatura de 120 °C, e a uma pressédo de 101 kPa.

Tabela 1 - Atributos quimicos do solo utilizado no experimento

Camada de coleta (m)

Atributos quimicos

0,5-0,9

pH (Agua) 4,6
Complexo Sortivo (cmol. kg™)

Ca** 0,37
Mg 0,51
Na" 0,03
K* 0,04
H* + AP 2,84
Al 0,91
S 0,95
T 4,70
C (gkg™) 7,0
N (g kg™) 0,3
M.O. (g kg™ 23
P Assimilavel (mg kg™) 8
K (mg dm™) 0,04

Tabela 2 - Atributos fisicos do solo utilizado no experimento

Camada de coleta (m)

Atributos fisicos

05-0,9

Composic¢édo granulométrica (%)

Areia grossa 53
Avreia fina 24
Silte 8
Argila 15
Argila natural 6
Densidade (g cm™) do solo 1,58
dos sélidos do solo 2,65

A variedade de cana-de-acUcar foi RB 863129, cedida pela Biofabrica do Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste — CETENE. Apos 15 dias de aclimatacdo em substrato
na casa de vegetacdo, as plantas foram transplantadas para vasos com 210 cm de altura e 240
cm de didmetro, contendo o solo autoclavado, preparado com calagem e adubacdo de

fundagéo, segundo Universidade Federal do Ceard (1993). O delineamento estatistico adotado
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foi blocos ao acaso em esquema fatorial 2 (com e sem estresse hidrico) x 2 (com e sem
nematoide) x 2 (com e sem FMA), com seis repeticoes.

Para o estresse hidrico foram usados tratamentos com 100 e 50% da capacidade do
pote (CP). A CP foi adotada como o conteido de agua retirada pelo solo apds sofrer saturacéo
e drenar pela agdo da gravidade, até o cessamento, segundo Souza et al. (2000). A irrigacao
dos vasos foi controlada através do procedimento de pesagem, diariamente, em balanca de
precisdo com sensibilidade de 1 g entre 7 e 9 horas da manhd, para posterior reposicdo da
agua evapotranspirada no periodo, mantendo-se 0s vasos proximos a capacidade de campo e
omitindo-se a irrigagdo em 50% da capacidade do pote naqueles tratamentos sob condicdes de
estresse, sendo esta foi iniciada no 30° dias apds a inoculacdo dos FMA, onde as plantas
estavam com 45 dias.

Os FMA utilizados em mistura foram: Claroideoglomus etunicatum (W. N. (Becker &
Gerd) C. Walker & A. Schiibler, Gigasporas rosea T. H. Nicolson & N. C. Schenck,
Acaulospora longula Spain & N. C. Schenck e Fuscutata heterogama Oehl, F. A. Souza, L.
C. Maia & Sieverd, proveniente do Laboratério de Micorrizas do Departamento de Biologia
da UFPE. Os indculos dos FMA foram multiplicados, cada espécie em um vaso
separadamente, com plantas testes pain¢o (Panicum miliaceum), milho (Zea mays L.), girassol
(Helianthus annus L.) e sorgo (Sorghum bicolor L. Moench), por um periodo de trés meses,
em vasos com 3 kg de solo esterilizado em autoclave a 120 °C, durante 1hora e 30 minutos,
por duas vezes, em dias consecutivos. Apos 3 meses, periodo suficiente para a producdo de
glomeosporos, a rega foi suspensa, e quando as plantas estavam secas foi feita a avaliacdo dos
glomeosporos em 10 g de solo utilizando a metodologia de Gerdemann e Nicolson (1963). A
inoculacdo dos FMA na cana-de-acucar foi realizada apés 20 dias de instalacdo da mudas em
casa de vegetacdo, com aproximadamente 200 esporos planta™ (mistura das quatro espécies
de FMA).

A espécie de nematoide de galhas estudada foi Meloidogyne incognita, obtida em
campo cultivado com cana-de-agUcar. As progénies, oriundas de massa de ovos, foram
mantidas e multiplicadas em tomateiro (Solanum lycopersicum L.) e em plantas de pimentdo
(Capsicum annuum L.), em solo autoclavado. A confirmacdo da espécie fundamentou-se na
técnica de eletroforese de isoenzimas e a obtencdo do inoculo seguiu a metodologia descrita
por Hussey e Barker (1973) para extracdo de ovos a partir de raizes parasitadas. A inoculagao
do M. incognita foi apds 30 dias da inoculagdo dos FMA, usando-se pipetas de graduacgao

automatica com aproximadamente 12.000 ovos mL™ planta™, sendo a suspensdo de ovos
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vertida em orificios no solo ao redor de cada planta. A colheita foi realizada aos 45 dias apds
a inoculacdo dos nematoides na cana-de-agucar, quando as plantas se encontravam com idade
de 90 dias.

As avaliacbes fundamentaram-se dos parametros de crescimento morfoldgico
(comprimento do colmo, didmetro do colmo, ndmero de folhas e nimero de perfilho),
biomassa fresca das raizes, biomassa fresca das folhas, biomassa fresca do colmo, biomassa
fresca total, biomassa seca das folhas, biomassa seca do colmo, biomassa seca total, nimero
de galhas e de ovos do nematoide nas raizes, numero de glomerosporos de FMA no solo e
percentagem de colonizacdo de FMA nas raizes, a atividade das enzimas catalase, ascorbato
peroxidase, polifenoloxidase, peroxidase e de proteinas sollveis totais, e do aminoacido
prolina na planta e teores de fésforo (P) nas folhas e colmos.

Para a avaliacdo do crescimento morfolégico, as mensuracdes foram obtidas com
auxilio de trena e paquimetro. Para a avaliacdo da matéria seca, as amostras coletadas foram
armazenadas em sacos de papel, previamente identificadas e posteriormente, pesadas e
encaminhadas para a secagem em estufa com circulacéo de ar for¢ada a 65°C por um periodo
de 72 horas ou ate obter peso constante, e pesadas novamente. As amostras secas foram
moidas e condicionadas em sacos de polietileno para realizacdo das analises de P utilizou o
método de Miyazawa et al. (1984), e de N seguiu a metodologia descrita pela Association of
Official Analytical Chemists — AOAC (1990), no Laboratério de Quimica Vegetal da
Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Para facilitar a remoc¢do do sistema radicular, os vasos foram colocados em tanque
com &gua, por alguns minutos e, cuidadosamente, as plantas foram removidas, de modo a
minimizar as perdas de massa de ovos. Foram realizadas trés lavagens de cada sistema
radicular em baldes de agua limpa, e em seguida, determinado o peso da matéria fresca dos
sistemas radiculares. Com ajuda de uma lupa foi realizado a contagem das galhas e
determinado o indice de galhas. Em seguida, as raizes foram cortadas em segmentos de 1 cm
e agitadas durante trés minutos em solugdo de hipoclorito de s6dio 0,5% para extracdo dos
ovos, procedendo-se a contagem das amostras em lamina de Peters sob microscépio
(HUSSEY; BARKER, 1973).

O numero de glomeosporos foram extraidos de aliquotas de 50 g de solo de cada
amostra, utilizando a tecnica de peneiramento tmido (GERDEMANN; NICOLSON, 1963),
seguida de centrifugagdo em &gua e solucdo de sacarose (JENKINS, 1964) a 50% (p/v). A
colonizagdo micorrizica foi estimada em 100 fragmentos de 1 cm (GIOVANNETTI; MOSSE,
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1980), apds diafanizacdo das raizes em KOH 10% e H,O, 10% e coloracdo com azul de
Trypan 0,05% (PHILLIPS; HAYMAN, 1970), na montagem das laminas e observagdo em
microscopico opticos.

Para as analises bioquimicas, realizadas no Laboratorio de Cultura do Tecido da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, a 3° folha de cada planta foi retirada, submersa
em nitrogénio liquido e armazenada em freezer. O extrato das amostras foi preparado a partir
da homogeneizacédo de 0,1 g de matéria fresca em 4 mL do tampdo fosfato de sédio 0,1 M
(pH 6.5) adicionado de 0,05 g de polivinilpirrolidona (PVP). O homogenato foi centrifugado a
10.000 x g a 4°C por 10 minutos (ZERAIK et al., 2008) e realizada a analise das proteinas
soluveis totais (BRADFORD, 1976), e das enzimas catalase (BERRS; SIZER, 1952),
ascorbato peroxidase (NAKANO; ASADA, 1981), polifenoloxidase (KAR; MISHRA, 1976)
e peroxidase (FATIBELHO-FILHO; VIEIRA, 2002). Para analise do aminoacido prolina foi
preparado o extrato obtido de 0,1 g de matéria fresca em 5 mL de acido sulfosalicilico a 3%.
O homogenato foi centrifugado por 10 minutos a 2.000 rpm e filtrado em papel de filtro n° 2,
em seguida utilizou metodologia de Bates et al, 1973.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e quando significativos foram

submetidos ao teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico SAS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&do houve interacdo entre estresse hidrico, M. incognita e FMA para as variaveis
relacionadas ao crescimento vegetativo da cana-de-agucar (Tabela 3).

O estresse hidrico por 45 dias diminuiu significativamente (P<0,05) o didmetro do
colmo, as biomassas frescas da folha, da raiz e total e a biomassa seca da folha (Tabela 4)
independente do nematoide e do FMA. Os resultados corroboram Santos (2012) que verificou
que o diametro do colmo submetido a 40% CP apresentou reducdo de 35%, em relacdo ao
suprimento hidrico normal (100% CP). O autor também verificou reducdo na matéria seca da
parte aérea e na matéria seca total em relacdo ao suprimento hidrico aplicado (40% CP),

parasitados ou ndo com M. incognita.
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Tabela 3 - Resumo da andlise de variancia do comprimento do colmo (ALT), didmetro do colmo (DIAM), nimero de folhas (NF), nimero de
perfilho (NP), biomassa fresca das folhas (BFF), biomassa fresca do colmo (BFC), biomassa fresca total (BFT), matéria seca das folhas (MSF),
matéria seca do colmo (MSC), matéria seca total (MST), biomassa fresca das raizes (BFR), nimero de galhas nas raizes (NG), nimero de ovos
do nematoide (NOvos), numero de glomeosporos no solo (FMAS) e percentagem de colonizacao radicular por FMA nas raizes (FMAR) da
cana-de-actcar variedade RB863129, na interacdo estresse hidrico (E) (50% CP) x Meloidogyne incognita (N) (12.000 ovos mL-1 planta™) x

FMA (200 esporos planta™), 45 dias apés a inoculagdo do nematoide, em casa de vegetacao

Fonte de Quadrados médios

variagio  GL ALT DIAM NF NP BFF BFC BFT MSF MSC MST BFR NG NOvos FMAS FMAR
E 1 2950,97™ 0,18 0,032™ 0,11™ 6,7 8902,6™ 93974 0,097 1,06™ 0,58™  3640,7 0,25™ 0,077™ 1,82" 0,85
N 1 81,677  0,001™ 277" 0,33 107,2"™ 4485"  117,2°  0,02° 0,00002° 0,005  259,4"™ 18,08" 199,14 5,57™ 1,92
FMA 1 5,53 0,19™ 0,84 0,22 839,9" 1392,8° 43957 0,10™ 0,12 0,11™  1651,6" 0,15" 0,083"  24399" 10,61"
ExN 1 13583™ 0,077™ 0,27™ 0,78™ 0,2" 2,3™ 3,7™ 0,04"™ 0,01™ 0,02™  276,1™ 0,25™ 0,077"™ 0,34™ 0,45™
ExFMA 1 11,47  0,016™ 0,12™ 0,026™  129,4™ 747,8™  1499,2™ 0,001™ 0,00001™ 0,0001™ 268,4™  0,000001™  0,005™ 1,82 0,85"
NxFMA 1 13459™ 0,018™ 2,95™ 0,14™ 103,0™ 3712  8653™  0,01™ 0,01™ 0,001™  283,6™ 0,15 0,083 5,57™ 1,92
ExNxFMA 1 104,49™ 0,049™ 031" 1,11™ 117,6™ 8,4"™ 188,7" 0,02  0,0003™ 0,003™  13,8™  0,000002™ 0,0046™  0,34™ 0,45™
Residuo 41 89,25 0,033 1,19 0,33 114,0 435,8 844,1 0,01 0,07 0,03 92,3 0,016 0,012 0,88 0,29
CV (%) - 21,45 1345 17,85 3185 17,61 23,69 19,53 9,52 21,13 12,25 22,83 20,85 5,48 41,53 45,38

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns - n&o significativo pelo teste F
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Tabela 4 — Efeito do estresse hidrico (50% CP por 45 dias) no diametro do colmo (DIAM),
biomassa fresca das folhas (BFF), biomassa fresca da raiz (BFR), biomassa fresca total (BFT)
e materia seca das folhas (MSF) em cana-de-acUcar variedade RB 863129, em casa de

vegetacdo, Recife — PE, 2011

Estresse hidrico DIAM (mm) BFF (0) BFR (9) BFT (g) MSF (g)
Com (50% CP) 1,11b 56,46b 36,28b 139,21b 11,65b
Sem (100% CP) 1,39a 64,83a 47,88a 158,35a 14,74a
DMS 0,24 6,23 5,61 16,96 2,19

As letras diferentes na coluna apresentam médias diferentes significativamente pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
COM - refere-se a 50% da capacidade do pote; SEM — refere-se a 100% da capacidade do pote.

O nematoide diminuiu significativamente (P<0,05) a altura da planta, biomassa fresca
total e as matérias secas do colmo, folhas, e total (Tabela 5) independente do estrese hidrico
aplicado (50% CP) e do FMA, corroborando Guimaraes et al. (2010) em cana-de-agucar
inoculada com M. incognita. Cofcewicz et al. (2001) afirmam que a diminuicdo do
desenvolvimento da parte aérea das plantas geralmente esta relacionada com a interrupgéo de

agua e translocacgéo nutrientes pelas células gigantes promovido pelo nematoide.

Tabela 5 — Efeito de Meloidogyne incognita (12.000 ovos mL™ planta™) no comprimento do
colmo (ALT), biomassa fresca total (BFT), matéria seca do colmo (MSC), matéria seca das
folhas (MSF) e matéria seca total (MST) da cana-de-acUcar variedade RB 863129 em casa de

vegetacdo, Recife — PE, 2011

M. incognita ALT (cm) BFT (g) MSC (g) MSF (g) MST (g)
Com 36,33b 134,37b 15,51b 11,69b 27,20b
Sem 47,99a 162,77a 31,19 14,69a 45,89
DMS 8,23 16,96 8,46 2,19 9,05

As letras diferentes na coluna apresentam médias diferentes significativamente pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
COM - refere-se & presenca de nematoides; SEM — refere-se & auséncia de nematoide.

Resultados semelhantes de Barbosa et al. (2009), em cana-de-agUcar variedade SP
911049, inoculadas com M. javanica e M. incognita, que observaram que a estatura da planta
até a folha ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos relativos aos
nematoides e entre esses e a testemunha, corroborando Santos (2012) ao avaliar trés
variedades de cana-de-aglucar sob estresse hidrico inoculadas ao M. incognita. Segundo
Santos (2012), esses resultados podem estar associados a condi¢des ambientais desfavoraveis
e ao periodo de exposicdo do hospedeiro ao nematoide (45 dias), que pode ndo ter sido
suficiente para a completa multiplicagéo desse parasito. Por outro lado, segundo Barros et al.

(2005) e Dias-Arieira et al. (2010), o comportamento de diferentes variedades de cana-de-
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acucar é variavel no campo e nem sempre 0s maiores nimeros de nematoides refletem em
reducdo nos parametros vegetativos da planta. Contudo, Bond et al. (2004) observaram
reducao nos parametros de crescimento em cana-de-actcar submetida a densidades crescentes
de M. incognita, em casa de vegetacdo, corroborando com os resultados desta pesquisa em
questéo.

Os FMA aumentaram significativamente (P<0,05) a biomassa fresca do colmo em 35%
(de 101,76 para 74,52 g) e da raiz em 31% (de 47,88 para 36,28 g), resultados inferiores ao de
Russomanno et al. (2008) em manjericdo, onde a biomassa fresca da raiz obteve aumento de
93,10 % quando inoculada com FMA, quando comparado ao controle. Em maracujazeiro,
Silva et al. (2001) relataram que G. albida proporcionou incrementos de 2138% na biomassa
fresca da parte aérea, 1430% na biomassa seca da parte aérea, 1937% na biomassa fresca da
raiz e 2671% na area foliar. Resultados contrarios ao de Silva et al. (2009) que observaram
que mudas de maracujazeiro amarelo ndo apresentaram diferenca significativa no diametro
quando inoculados com G. albida e S. heterogama.

De acordo com Glowa et al. (2003) e Sawyer et al. (2003), as hifas micorrizicas
aumentam a area de absorcdo radicular, permitindo melhor aproveitamento de agua e
nutrientes, proporcionando, assim, um crescimento mais rapido das plantas. Isso confere,
também, maior resisténcia a estresse hidrico e a patégenos do sistema radicular. Portanto,
contribuem no estabelecimento e no crescimento das plantas, mesmo em solos pobres em
nutrientes ou degradados (FARIAS et al., 2008).

Houve interacdo entre estresse hidrico (50% CP por 45 dias) e FMA em relacdo ao
namero de glomeosporos no solo e a percentagem de colonizacdo das raizes (Tabela 3), de
forma que o estresse hidrico de 45 dias apos a inoculacdo da mistura de FMA aumentou
significativamente o numero de glomeosporos no solo e a colonizacdo na raiz (Tabela 6).
Esses resultados corroboram Amorim et al. (2004) em aroeira € umbu, como também Santos
et al. (2008), que observaram, para colonizagdo micorrizica, diferencas significativas entre 0s
manejos de agua para a cultura do arroz. Os autores afirmam que os FMA autdctones

mostram-se sensiveis aos manejos de agua.
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Tabela 6 — Efeito da interacdo entre estresse hidrico (50% CP por 45 dias) e fungos
micorrizicos arbusculares (FMA — 200 esporos planta™) na percentagem de colonizacdo de
FMA na raiz (FMAR) e no numero de glomeosporos no solo (FMAS) em cana-de-agucar
variedade RB 863129, em casa de vegetacdo, Recife — PE, 2011

FMAR (%) FMAS (10g solo™)
Estresse hidrico FMA DMS FMA DMS
Com Sem Com Sem
Com (50% CP) 450aA 0,00 bB 2,27 aA 0,00 bB
Sem (100% CP) 1,42 bB 0,00 bB 1,89 1,91 bA 0,00bB 0,19
DMS 1,89 0,19

Letras diferentes apresentam médias diferentes significativamente para cada variavel pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade,
sendo que letras minGsculas referem-se a linha e letras mailsculas refere-se a coluna.
CP = capacidade do pote, segundo Souza et al. (2000).

Costa et al. (2001) declaram que apesar ndo existir especificidade entre FMA e
hospedeiro, pode ocorrer maior compatibilidade entre certas espécies, sendo tais diferencas
atribuidas ao gendtipo dos parceiros. De acordo com Sawyer et al. (2003), ha diferentes
respostas, variando em compatibilidade e eficiéncia além da afinidade colonizador-
hospedeiro, devendo ser levado em conta 0 meio ambiente como agente selecionador da
espécie de FMA.

Bonfim et al. (2010) afirmam que a restricdo de disponibilidade hidrica na estagcdo
seca induz os FMA associados & planta, a manifestacdo de mecanismos de adaptagdo, como a
elevacdo da esporulacdo. Segundo Cavalcante et al. (2001), a contribuicdo dos FMA ¢é
otimizada em condicdes de cultivo sujeitas a deficiéncia hidrica atribuindo-se o papel
preponderante da relagdo fungo-planta para manutencdo do crescimento vegetal sob estresse
hidrico. Além do mais, plantas micorrizadas aumentam sua resisténcia a estresse hidrico, pelo
favorecimento da relacdo agua-planta promovido pelo fungo micorrizico, incluindo aumentos
na elasticidade das folhas, na taxa de transpiracdo e na de abertura de estbmatos, melhoria do
estado nutricional e aumento das raizes, em comprimento e profundidade (MOREIRA,;
SIQUEIRA, 2002).

Segundo Cofcewicz et al. (2001), a producdo de esporos de fungos micorrizicos
arbusculares ¢ influenciada pela variacdo do meio, tipo de hospedeiro e, também pela espécie
de fungos a ser inoculado. Entretanto, o aumento do vigor da cultura proporcionado pelo
FMA, também ajuda a planta a suportar o parasitismo do nematoide (ANJOS et al., 2010).

Os FMA interagiram com M. incognita em relagdo ao nimero de galhas e numero de
ovos do nematoide (Tabela 3). Os FMA diminuiram o nimero de galhas nas raizes em
48,99%, como também o numero de ovos em 68,39% na cana-de-acucar (Tabela 7). Anjos et
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al. (2010), ao avaliarem maracuja-doce, relataram interacdo entre S. heterogama x M.
incognita, com reducdo de 72% no numero de galhas e 87,7% no nimero de ovos, concluindo
que o desenvolvimento reprodutivo de fungos e nematoides foi positivamente correlacionado
com a producdo de galhas e numero de ovos nas raizes de maracuja-doce. Resultados
semelhantes ao de Cofcewicz et al. (2001), que observaram que o beneficio nutricional
promovido por G. etunicatum em tomateiro contribuiu para o aumento da resisténcia a M.
javanica. Esses resultados sdo contrarios aos de Siqueira et al. (2003) que, trabalhando com a
interacdo G. etunicatum e M. incognita em caupi e feijoeiro comum, ndo obtiveram diferenca

significativa no nimero de nematoides e de esporos de micorrizas.

Tabela 7 - Efeito da interacdo fungos micorrizicos arbusculares (FMA - 200 esporos planta™)
e Meloidogyne incognita (12.000 ovos mL™ planta™) no nimero de galhas nas raizes (NG) e
namero de ovos do nematoide (NOvos) em cana-de-acUcar variedade RB 863129, em casa de
vegetacdo, Recife — PE, 2011

NG NOvos
FMA M. incognita DMS M. incognita DMS
Com Sem Com Sem
Com 12,33 aB 0,00 bB 10537,50aB 0,00 bB
Sem 25,17 aA 0,00 bB 5,18 15408,33aA 0,00bB 2803,63
DMS 5,18 2803,63

Letras diferentes apresentam médias diferentes significativamente para cada variavel pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade,
sendo que letras minusculas referem-se a linha e letras maiusculas refere-se a coluna.

Segundo Barbosa (2008), existe uma relacdo inversamente proporcional entre o
namero de ovos e juvenis de M. incognita e a massa de matéria fresca da parte aérea das
plantas. Ademais, Teixeira et al. (2010) relatam que os FMA e 0s nematoides parasitas de
plantas podem estar simultaneamente associados as raizes, motivo pelo qual deve ser
considerado o efeito combinado dos dois grupos de organismos sobre o desenvolvimento da
planta. Os autores afirmam, também que as interacGes entre planta, nematoide, FMA e demais
organismos da rizosfera, bem como 0s mecanismos envolvidos nesses processos, apresentam
elevada complexidade, dai a necessidade de estudos integrados. Segundo Forge et al. (2001),
as combinagcdes FMA x nematoide x hospedeiro favorecem a supressdo da reproducdo do
patdgeno e o aumento da toleréncia da planta aos efeitos do nematoide. Cardozo e Araujo
(2011) afirmam que o controle bioldgico da meloidoginose em cana-de-agucar é uma

alternativa promissora para compor programas de controle integrado do parasito no solo.
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Os fungos micorrizicos arbusculares caracterizam-se por formar associagdo com as
raizes de plantas. Esta associacdo mutualistica, onde existe uma dependéncia dos
participantes, € caracterizada pelo movimento bidirecional dos nutrientes, com fluxo de
carbono para o fungo e nutrientes inorganicos a planta. Essa associa¢cao micorrizica envolve a
integracdo do micélio fangico e das raizes das plantas, formando uma unidade morfoldgica
integrada, favorecendo assim o desenvolvimento e nutricdo das plantas (SMITH; READ,
2008).

N&o correram interacdes entre estresse hidrico, M. incognita e FMA para nenhuma das
enzimas, proteinas soluveis totais, prolina e teores de fosforo das folhas e do colmo da cana-
de-acucar, exceto entre estresse hidrico e FMA para os teores de fosforo do colmo (Tabela 8).
O estresse hidrico (50% CP por 45 dias) isoladamente diminuiu as atividades das enzimas

ascorbato peroxidase e os teores de fosforo das folhas (dados ndo apresentados).

Tabela 8 — Resumo da andlise de variancia das enzimas catalase (CAT), peroxidase (POD),
ascorbato peroxidase (APX), polifenoloxidase (PPO), proteina solivel (PS), do aminoacido
prolina (PRO) e dos teores de fésforo das folhas (PF) e do colmo (PC) da cana-de-agUcar
variedade RB 863129, na interacdo estresse hidrico (E) (50% CP) x Meloidogyne incognita
(N) (12.000 ovos mL™ planta™) x FMA (200 esporos planta™), 45 dias ap6s a inoculagdo do
nematoide, em casa de vegetacédo

Fonte de GL Quadrados Médios

Variagio CAT POD APX PPO PS PRO PF PC
E 1 012" 356" 93974 0,09 1,06™ 0,58"™  3640,7° 20,15™
N 1 011" 0,31 117,2" 0,02°  0,00002° 0,005™  259,4™  0,24™
FMA 1 024" 001" 43957 0,10™ 0,12" 0,11  1651,6™ 10,16™
ExN 1 007 001" 3,7™ 0,04" 0,01" 0,02" 276,1™  98,75™
ExFMA 1 0,02™  747,8™  14992™ 0,001™ 0,00001™ 0,0001™  268,4™  31,38"
NxFMA 1 029™ 3712™ 8653" 0,01" 0,01™ 0,001™  283,6™  1445™
ExNxFMA 1 0,06™ 8,4"™ 188,7®  0,02™  0,0003"  0,003™ 13,8®  0,13™
Residuo 41 0,04 4358 844,1 0,01 0,07 0,03 92,3 10,02
CV (%) - 13,85 23,69 19,53 9,52 21,13 12,25 22,83 22,98

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns - néo significativo pelo teste F

Esses resultados discordam de outros estudos, a exemplo de Blilou et al. (2000), que
observaram efeito significativo das atividades de catalase e ascorbato peroxidase em tabaco
aos trés e cinco dias apds a inoculagdo com Glomus mosseae. Contudo, os autores afirmam
que é possivel que a indugdo de atividades de catalase e ascorbato peroxidase nas raizes

micorrizadas seja resultado de um estresse oxidativo causado pela colonizagao dos FMA.

119



Santos et al. (2010) constataram que apesar da enzima peroxidase apresentar variacoes
quando o feijoeiro caupi foi submetido a estresse hidrico, ndo obteve diferenca significativa,
corroborando com os resultados obtidos nesta pesquisa. Segundo Camargo et al. (2000) e Piza
et al. (2003), a atividade da enzima peroxidase varia com o tipo de tecido e estadio de
desenvolvimento da planta, sendo sua atividade inversamente proporcional ao crescimento do
individuo.

Guimardes et al. (2010) também observaram efeito significativo na atividade da
enzima peroxidase em plantas de cana-de-agucar tratadas com metil jasmonato e inoculadas
com M. incognita. Missiura (2005) relata que enzimas oxidativas, como a peroxidase, podem
ser indicadoras do estresse sofrido pela planta em funcdo da infec¢do de patdgenos ou estresse
ambientais, apesar das enzimas oxidativas, principalmente a peroxidase, serem consideradas
pela literatura enzimas marcadoras de estresses (FERNANDES-GARCIA et al., 2004;
KOHATSU, 2010; PEREIRA, 2010).

Moratolli et al. (2007), avaliando a T. avellanedae sob estresse hidrico, observaram
que a baixa disponibilidade hidrica, independentemente do FMA inoculado (G. clarum e C.
etunicatum), mostrou aumento significativo na quantidade do aminoacido prolina em relacao
as plantas ndo-estressadas, resultados contrarios ao da pesquisa em questdo. Segundo Augé
(2001) e Diallo et al. (2001), a maior concentragdo de prolina leva a diminui¢do do potencial
osmético da folha. O aminoacido prolina pode ser considerado um osmorregulador
bioquimico de estresse hidrico para os gendtipos de ciclo intermediario, diferenciando-os dos
gendtipos de ciclo tardio (SANTOS et al., 2010).

Estudando mutantes de tomates inoculados com FMA, Santo (2011) observou
baixissimas alteracdes na atividade da enzima catalase, quando comparado ao controle.
Segundo Santos (2012), tanto o estresse hidrico como o parasitismo de nematoides de galhas
podem influenciar negativamente na fisiologia da cultura da cana-de-acucar. Viana et al.
(2012), estudando a linhagem de milho (L13.1.2) selecionada para tolerancia a seca, concluiu
que a inducdo dos mecanismos de defesa antioxidantes, provavelmente se estabeleceria a
partir de um nivel de estresse hidrico mais drastico, correspondendo a 50% da agua total
disponivel no solo, induzindo, assim, um aumento significativo na atividade enzimatica.

Alguns trabalhos (SRIVALLI et al., 2003; VASCONCELOS et al., 2009; CARNEIRO
et al., 2011; VIANA et al., 2012) com arroz, soja e milho, girassol e milho sob diferentes

niveis de estresse hidrico mostraram que as enzimas oxidativas, principalmente ascorbato
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peroxidase, ndo apresentaram diferencas significativas em plantas sob aplicacdo dos estresses
hidricos.

Por outro lado, Jesus (2011) constatou que as enzimas oxidativas, como ascorbato
peroxidase apresentam atividade enzimatica alterada com o aumento do estresse biotico.
Além disso, a atividade enzimatica pode ser reduzida ou ser estimulada com estresse
ambiental (JESUS, 2011; TSIMPHO, 2011).

No presente estudo, a presenca de M. incognita, sem considerar o FMA, contribuiu
para a reducdo significativa (P<0,05) da enzima ascorbato peroxidase, mas aumentou
(P<0,05) as atividades de polifenoloxidase ¢ de proteina soltivel (Tabela 9). Resultados
semelhantes foram encontrados também por Souza et al. (2005) em plantas de trigo infectadas
pelo virus SBW MV. Segundo Lima (2007), ha uma sincronia entre os sistemas antioxidantes
enzimaticos de ascorbato peroxidase, envolvendo mecanismos moleculares e bioguimicos na
regulacdo e desintoxicacdo das espécies ativas de oxigénio, produzidas nas células vegetais
durante situacdes de estresse ambiental.

Tabela 9 - Efeito de Meloidogyne incognita (12.000 ovos mL™ planta™) nos valores médios
das enzimas ascorbato peroxidase (APX) e polifenoloxidase (PPO) e de proteina soltvel (PS)
em cana-de-acucar variedade RB 863129 em casa de vegetacdo durante 45 dias, Recife — PE,
2011

M. APX PPO PS
incognita  (mmol H,0, gMF min™®)  (mmol Pirogalol gMF*min™)  (mg PS gMF™)
Com 36,99b 78,80a 11,19
Sem 44,09a 68,80b 6,25b
DMS 5,32 8,51 2,13

As letras diferentes apresentam médias diferentes significativamente pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
COM - refere-se & presencga de nematoides; SEM — refere-se & auséncia de nematoides.

Alguns estudos bioquimicos, envolvendo proteinas solUveis e enzimas oxidativas tém
demonstrado uma grande importancia no manejo de culturas submetidas a estresses bioticos e
abioticos. Segundo Shalcheiro (2006), a interacdo planta-patdgeno envolve mecanismos
bioquimicos de defesa da planta contra o patdgeno, os quais sdo regidos por genes
especificos. Afirma, também, que a enzima PPO apresenta como um mecanismo de defesa da
planta contra fitopatdgenos, envolvendo atividades enzimaticas chaves ligadas a sintese de
lignina e fitoalexina como a PPO, POD e compostos fendlicos. As enzimas PPO e POD
aumentam a atividade nas plantas em resposta ao estresse sendo, assim, fundamental na

protecdo da célula.
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Tabela 10 - Efeito da interacdo entre estresse hidrico (50% CP por 45 dias) e fungos
micorrizicos arbusculares (FMA — 200 esporos planta™) nos teores de fésforo no colmo (PC)

da cana-de-agucar variedade RB 863129, em casa de vegetacdo, Recife — PE, 2011

PC (g kgMS™)
Estresse Hidrico FMA DMS
Com Sem
Com (50% CP) 12,57bB 13,39bB
Sem (100% CP) 16,13aA 13,00bB 2,97
DMS 2,97

Letras diferentes apresentam médias diferentes significativamente para cada variavel pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade,
sendo que letras minGsculas referem-se a linha e letras mailsculas refere-se a coluna.

Os FMA aumentaram (P<0,05) o teor de P no colmo da cana-de-agUcar apenas na
auséncia do estresse hidrico (Tabela 10), sem considerar M. incognita. Os mecanismos
envolvidos na maior absor¢do de P pela planta micorrizada ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos, atribuindo-se em parte ao aumento da area de absor¢cdo promovido pela hifa e/ou
maior expressao e afinidade dos transportadores de P da hifa fangica (RAUSCH et al., 2001;
PASZKOWSKI et al., 2002; NAGY et al., 2005; ALMEIDA, 2007).

CONCLUSOES

Tanto o estresse hidrico (50% CP por 45 dias) como o parasitismo de M. incognita
diminuem o crescimento vegetativo e a producdo de biomassa fresca e seca dada cana-de-
acucar variedade RB 863129. Ao contrario, a mistura de FMA (C. etunicatum, G. rosea, A.
longula e F. heterogama) induzem aumentos na biomassa fresca do colmo e raiz.

O estresse hidrico favorece a colonizagdo de FMA aumentando a producdo de
propagulos no solo e na raiz. Por outro lado, plantas micorrizadas diminuem o nimero de
galhas e o nimero de ovos de M. incognita nas raizes.

Tanto o estresse hidrico como o parasitismo de M. incognita diminuem as
concentracfes de ascorbato peroxidase na cana-de-aglcar, entretanto a infeccdo promovida
pelo nematoide aumenta as concentracdes de polifenoloxidase e de proteina soltvel na planta.

O estresse hidrico reduz os teores de P das folhas da cana-de-agucar enquanto os FMA
aumentam os teores de P no colmo, contudo o aumento de P promovido pelos FMA nao

ocorre sob estresse hidrico.
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As enzimas catalase e peroxidase e o aminoécido prolina ndo sdo afetados pelo
estresse hidrico (50% CP), parasitismo do M. incognita e/ou associa¢do micorrizica durante
45 dias.
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CONSIDERACOES FINAIS

O crescimento do feijéo caupi cultivar EPACE-10 n&o é afetado pelo estresse hidrico
aplicado (50% CP). No entanto, esta deficiéncia hidrica influencia a reproducao do nematoide
de galhas Meloidogyne incognita. Dessa forma, recomenda-se o cultivo do feijao caupi a 50%
da capacidade hidrica do solo, apenas na fase vegetativa, pois ndo afeta o crescimento da
cultura e, também, proporciona a diminuicéo da reproducdo do M. incogita.

No cultivo do meloeiro amarelo cultivar Gold Mine recomenda-se a inoculagdo da
rizobactérias do género Bacillus sp. ENM51 na fase inicial, ja que a mesma reduz a
reproducdo de M. incognita, porém sem estresse hidrico, pois este pode diminuir o
crescimento vegetativo da cultura, consequentemente, prejudicando a fase reprodutiva da
planta.

Apesar dos FMA (Claroideoglomus etunicatum, Gigasporas rosea, Acaulospora
longula e Fuscutata heterogama) induzirem aumento da biomassa fresca da cana-de-acUcar
variedade RB 863129, ha necessidade de mais estudos da relacdo FMA x hospedeiro, como
também da acdo dos FMA como biocontroladores de M. incognita.
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