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RESUMO

O aumento expressivo na area plantada com ornamentais tropicais em Pernambuco
reflete o crescente interesse pela floricultura no Estado. Este estudo teve por objetivos: 1)
realizar levantamento de fitonematoides em areas produtoras de Zingiberales em
Pernambuco, 2) estimar o numero de amostras recomendado para monitoramento, 3)
avaliar os efeitos de indutores abidticos de resisténcia sobre a nematofauna associada a
rizosfera, 4) avaliar a atividade de enzimas em plantas de bastdo do imperador (Etlingera
elatior), 5) analisar a produgdo de enzimas em plantas de alpinia (Alpinia purpurata) sob
parasitismo de Meloidogyne incognita. No periodo de 2002 a 2004, foram visitadas 10
areas produtoras de Zingiberales ornamentais (Etlingera elatior, Zingiber spectabilis,
Alpinia purpurata, Musa coccinea, Tapeinochilos ananassae e Heliconia spp.), no estado
de Pernambuco. Em cada propriedade, foram coletadas raizes de plantas parasitadas por
fitonematoides e solo da rizosfera. Apos processamento das amostras, foram determinadas
as densidades populacionais dos géneros de nematoides presentes e estimado o nimero
recomendado de amostras para monitoramento, considerando diferentes niveis de erro
aceitavel. O estudo com indutores foi desenvolvido em plantio comercial, com plantas
cultivadas por um e dois anos, no periodo de setembro a dezembro de 2005. Acibenzolar-
S-metil (ASM)), silicato de potéssio e torta de nim foram utilizados como indutores. Foram
analisadas a densidade populacional de nematdides parasitos e de vida livre, curva de
densidade populacional dos nematodides, area abaixo da curva da densidade populacional
(AACDP), fator de reproducao (FR), didmetro do peciolo e atividade das enzimas B-1,3-
glucanase e peroxidase. No estudo de enzimas em plantas de alpinia, sob parasitismo de M.
incognita foram determinadas as atividades da esterase, fosfatase acida e peroxidase. No

levantamento, constatou-se ocorréncia freqiiente dos géneros: Pratylenhus, Rotylenchulus,



v

Meloidogyne, Helicotylenchus ¢ Criconemella. Sintomas da meloidoginose foram
constatados em 100 % das éareas de plantio, com os niveis populacionais médios de
Meloidogyne spp. elevados, alcancando 375 espécimes/300 cm’ de solo e 6090
espécimes/20 g de raizes, considerando diferentes hospedeiros e areas. Entre as espécies de
Meloidogyne foram detectadas M. incognita, M. arenaria e M. javanica. As estimativas do
nimero de amostras indicaram que pelo menos 11, 20, 10, 18 ¢ 10 amostras por area sao
recomendadas para monitoramento dos géneros Pratylenchus, Rotylenchulus,
Meloidogyne, Helicotylenchus e Criconemella, respectivamente, considerando um nivel de
erro de 20 %. As associagdes M. arenaria com E. elatior, Rotylenchulus sp. com A.
purpurata, Heliconia spp. e M. coccinia, e¢ Criconemella sp. com A. purpurata
constituiram os primeiros relatos da ocorréncia em Pernambuco. ASM reduziu a densidade
populacional, AACDP e FR de M. incognita, apresentando resultados semelhantes aos
obtidos pelo nematicida, destacando-se dos demais tratamentos, sem no entanto influenciar
negativamente as populagdes de outros nematdides presentes no solo. Nao foram
verificados sintomas de fitotoxidez em nenhum dos tratamentos realizados. A a¢do do
ASM mostrou-se mais relacionada com a producao de peroxidases do que com a atividade
de B-1,3-glucanases em plantas de bastdo do imperador. A produgdo de enzimas foi maior
em A. purpurata parasitada do que na testemunha. A maior atividade foi verificada pela
enzima fosfatase 4cida, enquanto esterase e peroxidase expressaram fraca atividade em

plantas parasitadas.

Palavras-chave: Heliconia spp., Etlingera elatior, Alpinia purpurata, Zingiber spectabilis,
Musa coccinea, Tapeinoquilos ananassae, Meloidogyne incognita, acibenzolar-S-metil,

silicato de potassio, torta de nim, peroxidase, -1,3-glucanase, fosfatase, esterase.



ABSTRACT

The expressive increase in production of tropical flowers in Pernambuco indicates the
State rising interest in ornamentals. This study had the objectives of: 1) screening plant
parasitic nematodes in Zingiberales (Etlingera elatior, Zingiber spectabilis, Alpinia
purpurata, Musa coccinea, Tapeinoquilos ananassae e Heliconia spp.) producing areas of
Pernambuco, 2) predicting number of samples for nematodes monitoring at different
acceptable error levels, 3) studying the effect of resistance abiotic inductors on nematode
comunity associated with plant roots and soil, 4) evaluating enzymes activity in E. elatior,
and 5) evaluating enzymes production in A. purpurata infected with Meloidogyne
incognita. Samples (soil and roots of nematode parasited plants) were collected in
producing areas from 2002 to 2004. Populational density of plant parasitic nematodes were
evaluated and used to predict number of samples for monitoring. The study of induction
resistance was carried out in one and two years old plants of a commercial area, from
September to December in 2005. Acibenzolar-S-methyl (ASM), potassium silicate and
neem cake were used as inductors, being analyzed free living and plant parasitic nematodes
population density, area under nematode population density curve (AUNPDC),
reproduction factor (RF), diameter of plant stem, -1,3-glucanase and peroxidase activity.
Enzymatic activity of esterase, phosphatase and peroxydase was evaluated in A. purpurata
infected with M. incognita. Pratylenhus sp., Rotylenchulus sp., Meloidogyne spp.,
Helicotylenchus sp. and Criconemella sp. were frequents in most of samples. Symptoms of
root-knot nematodes were verified in 100 % of the growing areas, being levels of
Meloidogyne spp. considered high, up to 375 nematodes per 300 cm’ soil and 6090
nematodes per 20 g of roots, considering different areas and hosts. Among Meloidogyne

species, M. incognita, M. arenaria and M. javanica were detected. Data analysis indicated
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that at least 11, 20, 10, 18 and 10 samples per area are recommended for monitoring the
genus Pratylenchus, Rotylenchulus, Meloidogyne, Helicotylenchus and Criconemella,
respectively, at 20 % error. The associations M. arenaria with E. elatior, Rotylenchulus sp.
with A. purpurata, Heliconia spp. and M. coccinia, and Criconemella sp. with A.
purpurata consisted of the first occurrence report in Pernambuco, Brazil. ASM was the
best resistance inductor, reducing M. incognita population density, AUNPDC and FR with
results similar to the nematicide control, but with no influence on free living nematodes in
soil. Fitotoxic symptoms were not verified in any treatment. The action of ASM seems to
be more related with peroxidases production than the -1,3-glucanases activity in the plant.
Among all of the inductors evaluated, ASM was the most effective inducing resistance
against M. incognita in E. elatior. Enzymatic production was higher in A. purpurata
parasited than in the controls. The acid phosphatase activity was high in contrast with the

low esterase and peroxydase activity expressed in parasited plants.

Keywords: Heliconia spp., Etlingera elatior, Alpinia purpurata, Zingiber spectabilis,
Musa coccinea, Tapeinoquilos ananassae, Meloidogyne incognita, acibenzolar-S-methyl,

potassium silicate, neem cake, peroxydase, 3-1,3-glucanase, esterase, phosphatase.
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Introducéo Geral

Importancia econébmica das flores ornamentais tropicais

As plantas ornamentais tropicais incluem espécies das familias Strelitziaceae, Heliconiaceae,
Musaceae, Zingiberaceae, pertencentes a ordem Zingiberales, as quais vegetam naturalmente ou
sdo exploradas em plantios convencionais na faixa tropical umida da América, Asia e Pacifico,
sendo fonte de divisas importantes para alguns paises destas regides (CASTRO; GRAZIANO,
1997).

Em paises de clima subtropical e temperado a exemplo de Holanda, Alemanha, Dinamarca e
Italia, a exploragdo da floricultura tropical s6 ¢ possivel sob condi¢des controladas, onerando o
produto que se destina unicamente ao mercado de plantas de vaso (BERRY; KRESS, 1991). O
Brasil possui grande amplitude de climas e solos, o que torna possivel a diversificacdo da
floricultura (NANNETTI, 1994). Isto o coloca entre os paises que possuem maior contingente de
espécies nativas de plantas ornamentais, distribuidas na maioria dos Estados (CRISCUOLO, 1978).

A floricultura no Brasil ¢ uma atividade consolidada e os estados de Sdao Paulo, Minas Gerais,
Rio de Janeiro, Santa Catarina, Goias, Pernambuco, Ceara, Alagoas, Bahia ¢ Amazonas destacam-
se como maiores produtores (CASTRO, 1998). A produgdo de flores tem grande potencial no
agronegdcio brasileiro, embora ndo existam dados estatisticos a respeito do volume produzido
nacionalmente, em virtude das inumeras variedades e diferentes modos de apresentacdo ao
mercado (AKI, 1999).

Em Pernambuco, a producdo de flores gerou 1.500 empregos diretos e indiretos, permitindo
uma movimentag¢do financeira em torno de R$ 30 milhdes no ano 2000 e totalizando 200
produtores (CEAGEPE, 2001). As areas produtoras de flores tradicionais concentram-se no
Agreste do Estado, nos municipios de Garanhuns, Gravata, Bonito e Barra de Guabiraba, com
expansdo para Bezerros, Camocim do Sao Félix, Caruaru e Cha Grande.

O agronegdcio de flores tropicais no Nordeste, em condi¢des de irrigagdo, tem um retorno 30



vezes maior que o do milho (Zea mays L.) e feijao (Phaseolus vulgaris L.) e trés vezes maior que

fruteiras como videira (Vitis vinifera L.) e mangueira (Mangifera indica L.). Em termos de
importincia econdmico-social, apesar de uma maior concentracdo de mao de obra ser
requerida apenas na implantacdo da cultura e capinas, essa atividade emprega em média
uma a duas pessoas por 1,65 ha (CHAGAS, 2000).

De acordo com Chagas (2000), em Pernambuco as ornamentais tropicais ocupavam, até
o ano de 1999, 12 municipios onde estavam distribuidos 31 produtores. Considerando-se o
total de 5 ha em 1994 e 51,2 ha em 1999, houve um significativo aumento de 900% em
area plantada, nesse periodo. As flores tropicais vem sendo cultivadas nos municipios de
Camaragibe, Paulista, Ipojuca, Igarassu, Recife, Escada, Moreno, Cabo de Santo
Agostinho, Ribeirdo, Agua Preta, Sair¢, Vitoria de Santo Antdo e Petrolina, com destaque

para os quatro primeiros, localizados na zona da Mata do Estado.

Em Pernambuco, a floricultura tropical acontece em habitat natural. Por esta razdo, a
floricultura ¢ uma atividade econdmica que anualmente vem aumentando a participacdo na

renda agricola do Estado, e tornando-se, na agricultura regional, um negécio bem sucedido

(WARUMBY; COELHO; LINS, 2004).

Descricéo geral e uso de Zingiberales

Entre as flores tropicais encontram-se as Zingiberales que incluem oito familias
(Zingiberaceae, Costaceae, Marantaceae, Canaceae, Lowiaceae, Musaceae, Heliconiaceae
e Streliziaceae) com 89 géneros e, aproximadamente, 1.800 espécies. As plantas desta
ordem sdo facilmente reconhecidas por apresentarem folhas grandes com lamina possuindo
venacao transversa, peciolo longo, inflorescéncias grandes, com bracteas freqiientemente
coloridas (Figura 1). Sdo herbaceas rizomatozas, perenes, pequenas a arborescente,

inflorescéncia terminal ou lateral, freqiientemente com bracteas grandes, concavas a



espatiformes com cores variadas (CASTRO, 1995a).

Figura 1. Inflorescéncias de plantas pertencentes a ordem Zingiberales: heliconia (A), alpinia (B),

tapeinoquilos (C), bastdo do imperador (D), sorvete (E) e ave do paraiso (F).

Muitos tém sido os usos das espécies distribuidas na ordem Zingiberales. Na familia
Musaceae, sdo utilizadas para alimenta¢do as bananas (Musa sp. L.) e o canhamo de
Manila (M. textilis L. Née). Muitas espécies da familia Zingiberaceae sio utilizadas como
aromatizantes ou condimentos, destacando-se o gengibre (Zingiber officinalis Roscoe). No
Brasil, o gengibre ¢ empregado na fabricagdo de duas bebidas: a gengibirra ¢ o quentio.
Algumas zingiberaceas apresentam propriedades medicinais. A familia Marantaceae inclui
a araruta (Maranta arundinaceae L.), fonte de amido fino, ¢ a familia Cannaceae, a menor
de todas, oferece rizomas que sao comestiveis (CASTRO, 1995b).

Embora outras espécies dessas familias tenham outros usos menores e regionais, caso

do consumo de botdes florais e bainha de folhas, ou do emprego de folhas para protecido de



alimentos no cozimento, ou mesmo para cobertura de abrigos e moradias, sem duvida, o
principal e mais difundido ¢ a exploragdo do carater decorativo das inflorescéncias e
folhas. Desse modo, as espécies de Zingiberales tém sido cultivadas visando o comércio

como flores e folhagens de corte ou de vaso (WOOD, 1995).

Apenas ha poucos anos, as espécies de Zingiberales vém sendo cultivadas visando
comercializacdo. Desse modo, pouco se conhece sobre técnicas de cultivo ¢ manejo das
plantas, assim como sobre a resisténcia destes materiais vegetais as doengas e pragas que

ocorrem, principalmente, quando se consideram os fitonematoides (LAMAS, 2002).

Fitonematoses em Zingiberales ornamentais

A crescente demanda das espécies de Zingiberales ornamentais teve como
conseqliéncia a expansdo da area cultivada e o aumento da importagcdo e comercializagao
de rizomas. Por serem plantas muito rusticas, as Zingiberales ornamentais t€ém variados
niveis de resisténcia a doengas e pragas, porém nas regides tropicais, a temperatura e

umidade elevadas favorecem a ocorréncia de epidemias (SEWAKE; UCHIDA, 1995).

O plantio de algumas espécies em larga escala através de propagacdo vegetativa € o
intercdmbio indiscriminado de germoplasma, muitas vezes sem quarentena necessaria,
podem promover desequilibrio no agroecossistema com ocorréncia de doengas e pragas e
disseminagdo dentro e entre campos de plantio (BALA; HOSEIN, 1996). Alguns plantios
ainda s3o efetuados sob vegetacao nativa e ndo obedecem a critérios técnicos. Entretanto, a
produtividade ¢ satisfatéria, apesar da qualidade do produto ndo ser ideal, em decorréncia

da falta de tecnologia para produgao e conservagdo pos-colheita (CHAGAS, 2000).

Apesar das muitas vantagens e oportunidades para cultivo de Zingiberales ornamentais,
existem muitas doencas que causam sérios problemas a producdo, destacando-se aquelas

decorrentes do parasitismo de nematdides (Tabela 1). No entanto, ndo existem estudos



detalhados sobre etiologia, sintomatologia, medidas de controle, levantamentos da
intensidade de fitonematoses nas principais areas produtoras do estado de Pernambuco,
como também sobre o numero ideal de amostras para quantificacdo das populagdes dos

parasitos.

Levantamentos fitopatoldgicos sdo fundamentais para obten¢ao de informagdes sobre
a importancia relativa de doengas, no monitoramento de flutuagcdes populacionais de
fitonematodides ao longo do tempo e na analise de eficiéncia de praticas de controle
recomendadas (KING, 1980). Os levantamentos constituem-se, portanto, em importante
instrumento para o desenvolvimento de programas de manejo integrado de doencas
(CAMPBELL; MADDEN, 1990; BERGAMIN FILHO, 1995).

O numero de amostras, tomado em um experimento ou em levantamentos de campo,
normalmente determina a qualidade ou a confiabilidade dos dados de quantificagdo da
doencga obtidos e o custo da iniciativa. Um nimero reduzido de amostras podera resultar
em dados ndo confiaveis e ndo representativos. Entretanto, muitas amostras poderao
oferecer dados de melhor qualidade, mas desperdigar recursos valiosos. O objetivo ¢ alocar
sabiamente os recursos €, a0 mesmo tempo, determinar o numero de amostras que podem
ser tomadas para alcancar determinado nivel de confianga e precisdo nos resultados obtidos

(CAMPBELL; MADDEN, 1990).



Tabela 1. Ocorréncia de fitonematoides em Zingiberales ornamentais.

PATOGENO HOSPEDEIRO LOCAL REFERENCIA
Helicotylenchus sp. Heliconia pisittacorum cv. Havai, USA SEWAKE; UCHIDA (1995)
Andromeda

Helicotylenchus sp. H. rostrata Austrélia CONNELLY; BELLGARD
(1999)

Meloidogyne incognita H. angusta cv. Yellow Filipinas TANGONAN; QUEBRAL

Meloidogyne spp. Christmas, Heliconia sp. (1992)

Meloidogyne spp. H. farinosa cv. Rio Havai, USA SEWAKE; UCHIDA (1995)

Pratylenchus sp. H. caribeae cv. Purparea Havai, USA SEWAKE; UCHIDA (1995)

Radopholus similes H. chartaceae cv. Sexy Pink Havai, USA SEWAKE; UCHIDA (1995)

Rotylenchulus reniformis H. stricta cv. Bucky Havai, USA SEWAKE; UCHIDA (1995)

Criconemella onoensis

H. dihystera

H. Psudorobustus

Helicotylenchus sp.
Hoplolaimus sp.

M. incognita
Peltamigratus sp.

P. zeae
Pratylenchus sp.

R. reniformis

Tylenchorhynchus annulatus
Xiphinema spp.

Meloidogyne sp.

Meloidogyne sp.

Meloidogyne sp., Xiphinema sp.
Helicotylenchus sp.

Meloidogyne sp., Xiphinema sp.
Helicotylenchus sp.

M. incognita, Xiphinema sp.
Meloidogyne sp.

M. incognita, Xiphinema sp.
Meloidogyne sp.
Helicotylenchus sp., Tylenchus
sp., Criconemmoides sp.
Helicotylenchus sp., Dorylaimus
Sp.

Meloidogyne sp., Xiphynema sp.
Helicotylenchus sp., Tylenchus
sp., Criconemmoides sp.
Meloidogyne sp.

Xiphinema sp.

Xiphinema sp., Helicotylenchus
sp

Meloidogyne sp.
Helicotylenchus sp.
Meloidogyne sp.

Alpinia sp.
Alpinia sp., Heliconia sp.

Alpinia sp., Heliconia sp.

Alpinia sp., Heliconia sp.
Alpinia sp.
Alpinia sp., Heliconia sp

Alpinia sp.
Alpinia sp.

Alpinia sp., Heliconia sp
Alpinia sp., Heliconia sp

Alpinia sp., Heliconia sp
Heliconia sp.

Musa coccinea

M. ventulinea

M. ornata
M. coccinea

A. purpurata

A. purpurata

Alpinia sp.

A. purpurata

H. orthotricha cv. Edge of Nigth

H. chartacea cv. Sexy Pink

H. rostrata
H. caribaea

H. psittacorum cv. Alan carle
H. latspata
H. rostrata

Etlingera elatior
Tapeinochilos ananassae
Zengiber sp.

América Central
América Central

América Central

América Central
América Central
América Central

América Central
América Central

América Central
América Central

América Central
América Central
Paulisa - PE
Paulista - PE
Paulista - PE

Aldeia - PE

Aldeia - PE
Paulista - PE
Aldeia - PE
Paulista - PE
Aldeia - PE

Aldeia - PE

Aldeia - PE
Aldeia - PE

Aldeia - PE
Paulista - PE
Paulista - PE

Paulista - PE
Agua Preta - PE
Paulista - PE

BALA; HOSEIN (1996)
BALA; HOSEIN (1996)

BALA; HOSEIN (1996)

BALA; HOSEIN (1996)
BALA; HOSEIN (1996)
BALA; HOSEIN (1996)

BALA; HOSEIN (1996)
BALA; HOSEIN (1996)

BALA; HOSEIN (1996)
BALA; HOSEIN (1996)

BALA; HOSEIN (1996)
BALA; HOSEIN (1996)
COELHO (2001)
COELHO (2001)
COELHO (2001)

COELHO (2001)

COELHO (2001)
COELHO (2001)
COELHO (2001)
COELHO (2001)
COELHO (2001)

COELHO (2001)

COELHO (2001)
COELHO (2001)

COELHO (2001)
COELHO (2001)
COELHO (2001)

COELHO (2001)
COELHO (2001)
COELHO (2001)

Com efeito, a amostragem constitui uma das mais importantes atividades no estudo de
epidemias de doengas de plantas e permite a obtencao de estimativas representativas das

caracteristicas da epidemia por um custo reduzido, com a maior exatiddo e precisdo



possivel (CAMPBELL; MADDEN, 1990; NEHER; CAMPBELL, 1997), possibilitando o

ajuste entre o que ¢ biologica e estatisticamente razoavel (CAMPBELL; DUTHIE, 1989).

Em relacdo as perdas provocadas, os nematoides causam redugdes na producao, que
variam de suaves a destruicdo total da planta ou do plantio. O nivel de dano depende da
susceptibilidade da cultura, condi¢des ambientais, presenga de outros patdgenos, que
podem interagir com o parasito, ¢ densidade populacional de fitonematoides (TTHOHOD,
1993). Além do mais, a densidade populacional pode variar durante todo o ano nos climas

tropicais, em face as variagdes de temperatura e umidade do solo (LORDELLO, 1984).

As fitonematoses causadas por espécies dos géneros Meloidogyne Goéeldi, Radopholus
Thorne, Helicotylenchus Steiner e Pratylenchus Filip’ev constituem um dos principais
problemas fitossanitarios em plantas ornamentais tropicais em Pernambuco (COELHO;
WARUMBY, 2002). No entanto, ndo existem estudos aprofundados sobre as espécies
ocorrentes e intensidade da doenga. O parasitismo tem ocorréncia comum em alpinias,
bastdo do imperador, musas ¢ heliconias, causando danos as raizes e, conseqiientemente,
reducdo severa no crescimento e morte de plantas. O controle das fitonematoses ¢ bastante
dificil e envolve diversas estratégias para reduzir a populagdo do parasito a niveis que nao

afetem o desenvolvimento da planta.

Tradicionalmente, nematicidas sistémicos t€ém sido usados para controlar doencas
causadas por nematoides. Entretanto, o uso de nematicidas apresenta restricdes econdmicas
e ambientais. O desenvolvimento de estratégias de biocontrole vem crescendo
intensamente. Parasitos de ovos, juvenis, ou adultos de nematoides fitopatogénicos vém
sendo testados em muitos laboratorios, e novas tecnologias desenvolvidas para manipular
as complexas relagdes hospedeiro-patogeno, de modo a reduzir a suscetibilidade da planta
a infeccdo (SEWAKE; UCHIDA, 1995). Testes de variedades visando a resisténcia de

Zingiberales a fitonematoses e o melhoramento de plantas sdo escassos. Da mesma forma,



nao existem estudos envolvendo indugdo de resisténcia em plantas por meio do uso de

indutores bidticos ou abioticos.

Uso de indutores em resisténcia de plantas a fitonematoses

A resisténcia sistémica induzida € uma proposta promissora para o controle de
doengas, reduzindo efetivamente a dependéncia aos agrotoxicos e constituindo-se em
método alternativo para o controle de fitonematdides (VRAIN, 1999; ANWAR et al.,
2003)

Muitas plantas exibem varias respostas de defesa quando sdo atacadas por
fitopatogenos. Esta resposta inclui a morte programada de células, producao de metabdlitos
secundarios antimicrobianos (fitoalexinas), producdo de proteinas relacionadas com a
patogénese (PR-proteinas), a exemplo de quitinases e B-1,3-glucanases, proteinas RIPS,
defensinas, e a lignificagdo da parede celular. As PR-proteinas sdo acumuladas no local e
sistemicamente apds a indugdo quimica (VAN LOON, 1997), atuando direta e
indiretamente contra os fitopatdgenos. Diretamente através da hidrolise das ligacdes pB-1,3-
glucosidicas existentes nas células do fitopatdgeno e indiretamente, promovendo a
liberacdo de oligossacarideos do fitopatdgeno, que atuam como elicitores das reagdes de
defesa da planta (BOWLES, 1990). A eficacia da resposta de defesa determina a
suscetibilidade da planta ao fitopatogeno (STICHER; MANI; METRAUX, 1997;
PENNINCKX et al., 1998). A produ¢dao de PR-proteinas parece estar envolvida
diretamente na resisténcia ou tolerdncia de tomateiros (Lycopersicon esculentum Mill.)
contra M. incognita (Kofoit e White) Chitwood (ANWAR et al., 2003).

A resisténcia induzida ¢ expressa através de uma resposta localizada e sistémica. Na

resisténcia local adquirida ocorre uma interagdo patdégeno X hospedeiro resistente, que
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ocasiona reacao de hipersensibilidade. Em seguida, sinais bioquimicos sdo transmitidos do
local da infecgdo, para outras partes da planta, que sdo induzidas a ativar os mecanismos de
defesa. Este processo termina com a expressao da resisténcia sistémica adquirida (RSA)
(VIJAYAN et al., 1998).

O conhecimento das alteragdes bioquimicas que tornam as plantas resistentes pode
possibilitar o desenvolvimento de plantas transgé€nicas, com expressdo acentuada da
resisténcia a doenga, ou novos produtos quimicos que estimulem os mecanismos de defesa
na planta (RYALS et al., 1996).

A resisténcia sist€émica adquirida (RSA) pode ser distinguida de outros tipos de
resisténcia pelo amplo espectro de protecdo a fitopatdogenos e mecanismos envolvidos na
defesa da planta. Por exemplo, em fumo a ativacdo da RSA resulta na reducdo significativa
da severidade de doengas causadas por Phytophthora parasitica Dastur, Cercospora
nicotianae Ellis e Everh., Peronospora tabacina Adani, “Tobacco mosaic virus” - TNW,
“Tobacco necrosis virus” - TNV, Pseudomonas syringae pv. tabaci (Wolf e Foster)
Young, Dye ¢ Wilkie e Pectobacterium carotovorum (Jones) Bergey (VERNOOIJ et al.,
1995).

O elicitor liberado pelo fitopatogeno ¢ o sinal primario para induzir as respostas de
defesa da planta. Esta molécula interage com os receptores da célula hospedeira, e através
de mecanismos pouco conhecidos, ativa genes especificos. Varios trabalhos tém mostrado
algumas moléculas sinalizadoras, envolvidas na induc¢do de resisténcia, destacando-se o
acido salicilico, o metil jasmonato, etileno, perdéxido de hidrogénio e radicais de
superoxido (VIJAYAN et al., 1998).

Os elicitores sao classificados em bioticos, tais como os complexos de carboidratos,
lipideos e proteinas (DARVILL; ALBERSHEIM, 1984); e, abidticos, a exemplo de

acibenzolar-S-metil (ASM), &4cido DL-[J-amino-n-butirico, jasmonatos, quitosana e
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silicatos (STICHER; MANI; METRAUX, 1997). Os elicitores abidticos sio compostos
que induzem a sintese de fitoalexinas, como também outras respostas de defesa da planta.
Podem ndo ter atividade antimicrobiana ou exercer um duplo modo de agdo, e serem
capazes de atuar diretamente sobre o patdogeno ou elicitar respostas de defesa (LYON;
REGLINSKI; NEWTON, 1995). Entre os elicitores testados contra fitonematoides citam-
se: benzothiadiazole em tomateiro e videiras (Vitis vinifera L.) contra M. incognita
(OWEN; GREEN; DEVRALL, 1998), hidroxyurea em tomateiro contra M. javanica
(Treub) Chitwood (GLAZER; ORION, 1985), quitosana em tomateiro contra M. incognita
(VASIUKOVA et al., 2001), lipopolissacarideos de Rhizobium etli Segovia em batateira
(Solanum tuberosum L.) contra Globodera pallida Stone (REITZ et al., 2000), oxycom em
tomateiro e videiras contra M. incognita (ANWAR et al., 2003) e jasmonatos contra M.
incognita em tomateiro (COOPER; JIA; GOGGIN, 2005), espinafre (Spinacia oleracea L.)
e aveia (Avena sativa L.) (SORIANO et al., 2004a, b).

O éster S-metil do acido benzo (1,2,3)-tiadiazole-7-carbotidico (ASM) é o unico
composto liberado para uso em plantios comerciais, com potencial para induzir resisténcia,
sem causar problemas de fitotoxidez (GORLACH et al., 1996). O ASM ndo apresenta
qualquer agdo direta sobre os microrganismos, estando seu modo de agdo relacionado a
ativacao de genes de defesa da planta, como por exemplo, genes que codificam para a
produgdo de enzimas envolvidas na sintese de lignina e compostos fenolicos, que conferem
uma maior resisténcia ao tecido vegetal; e, fitoalexinas, compostos de baixo peso
molecular, com caracteristicas antimicrobianas, que se acumulam em células adjacentes ao
ponto de infeccao, restringindo assim o desenvolvimento do fitopatogeno (CIBA, 1996).

A interacdo planta-patogeno ¢ mediada por uma complexa cadeia de eventos
moleculares e citologicos que determinam a suscetibilidade e a resisténcia do hospedeiro.

Benhamou e Bélanger (1998) verificaram que a aplicacdo de ASM em folhas de pepino
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(Cucumis sativus L.) antes da inoculagdo de Pythium ultimum Trow. resultou no acumulo
de fendlicos no sitio de penetracao do fungo. Além disso, mudancas estruturais em folhas
de pepino 24 horas apds a inoculagdo de Colletotrichum lagenarium (Pass.) Ellis e Halsted
também foram constatadas por Xuei; Jérlfors e Kuc (1987), sendo que 96 horas apos a
inoculagdo com o fitopatdégeno, o peg de penetracdo foi envolvido por uma papila

semelhante a calose.

Atividade enzimatica dos tecidos da planta sob a influéncia de fitonematoides
Nematoides parasitas de plantas segregam enzimas hidroliticas das glandulas
esofagianas como celulases, amilases, proteases e pectinases. A ultima, possivelmente,
constitui-se ferramenta importante na patogénese por dissolver a parede celular e
polimeros da lamela média, os quais podem ser absorvidos posteriormente pelo parasito
(ZINOV’EVA; VASYUKOVA; OZERETSKOVSKAYA, 2004). Estas hidrolases sdo a
razao primaria para mudangas metabdlicas na planta hospedeira. A atividade enzimatica de
nematodides provavelmente ¢ influenciada pela atividade parasitaria. Por exemplo, no
endoparasito migrador Pratylenchus penetrans (Cobb) Chitwood e Oteifa, a atividade
celulolitica ¢é sete vezes maior que no endoparasito sedentario Heterodera trifolii Goffart
(MORGAN; MCALLAN, 1962). O nematéide Ditylenchus dipsaci (Kiihn) Filipjev
mostrou atividade celulolitica 28 vezes mais alta que D. myceliophagus Goodey, que se

alimenta de fungos (DROPKIN; MARCH; SPALDING, 1962).

Um papel particular e importante na patogénese ¢ o da B-glicosidase que pode induzir
grande liberacdo de fenodis. Muitos fenois liberados sdo quimica e biologicamente
extremamente ativos, podendo influenciar diretamente o metabolismo celular, por meio de
oxidases (ZINOV’EVA; VASYUKOVA; OZERETSKOVSKAYA, 2004). A origem de

glicosidases em tecido de planta doente pode ser diferente. Por exemplo, B-glicosidase ¢
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secretada por nematdides (MAESENEER, 1964), a producdo aumenta depois que o
nematoide penetra na planta, como foi demonstrado em raizes de batateira (GIEBEL;
JACKOWIAK, 1976). Em variedades suscetiveis, depois da invasdo das raizes, por
Globodera rostochiensis Wollenweber, a atividade de B-glucosidase aumentou quatro
vezes. Em variedades resistentes o aumento da atividade enzimatica foi leve, embora teste
bioquimico tivesse revelado maior atividade de B-glucosidase nos locais de alimentacao
dos nematoides (GIEBEL; KRENZ; WILSKI, 1975). Esta atividade ndo foi mostrada
através de células do sincicio, nem através de células inalteradas adjacentes a ele. Foi
assumido que, em raizes de batateiras suscetiveis infectadas, houve aumento da atividade
da glucosidase em todo sistema radicular. Assim as doencas causadas por nematdides ndo
se limitam aos locais de alimentacao.

As enzimas hidroliticas produzidas por nematoides destroem as células do hospedeiro,
ativando as endohidrolases da planta, aumentando atividade hidrolitica no local de
alimentagdo. Tratamentos de tecidos de planta com pectase e celulase envolvem a
atividade de oxidorredutases. Em estudos desenvolvidos por Giebel; Krenz e Wilski (1975)
na area invadida por M. incognita e G. rostochiensis a atividade de hidrolase, oxidase ¢
dehidrogenase foi aumentada. Segundo alguns pesquisadores, as oxidorredutases parecem
estar conectadas a resposta suscetivel-resistente de tecidos de planta, e podem modificar
muitos componentes fisioldgicos da célula da planta hospedeira ativando fenoéis, auxinas e
aminoacidos. Por exemplo, em raizes de tomateiro a infecgdo causada por M. incognita
aumentou a atividade de dehidrogenases. Infeccdo semelhante ocorreu em raizes de
algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) aumentando a atividade de p-fosfogluconate
dehidrogenase e peroxidase mais na variedade resistente que na suscetivel (NOEL;

MCCLURE, 1978).

Em geral, oxidagdo induz maturagdo, diferenciacdo e senescéncia de células. Por outro
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lado, redugdo induz a divisdo celular. Células jovens e ativas sdo caracterizadas por
redugdo (STONIER, 1972). O potencial de redugdo da célula pode determinar a resposta

do tecido da planta a infec¢do do nematoide.

A indugdo de alta reducdo em células doentes pode manté-las jovens e disponiveis
para manutencdo de metabolismo favoravel ao desenvolvimento do nematdide. Por
exemplo, em raizes de tomateiro, apos a invasdo de M. incognita, foi observado aumento
nos niveis de alguns redutores como acido ascorbico e acido glutamico. Atividade do acido
dehidroascorbico redutase também foi observada (KANNAN, 1968). Em raizes de plantas
suscetiveis a G. rostochiensis e M. hapla Chitwood ocorreu aumento de inibidores de acido
indol acético-oxidase (KNYPL; CHYLINSKA; BRZESKI, 1975).

O aumento de atividade de oxidases induzido por nematoides, nos tecidos de plantas
resistentes, pode favorecer a biogénese de ligninas, que fazem parte do tecido necrosado
(VRAIN, 1999). Ao contrario, ha evidéncia de peroxidases estarem presentes em exudatos
do estilete de fémeas de M. incognita, que induzem o desenvolvimento de células gigantes
nas plantas hospedeiras. Endo e Veech (1969) observaram alta atividade enzimatica de
oxirredutase em células gigantes, formadas em raizes de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) e
soja (Glycine max (L.) Merrill) infectadas com M. incognita, como também em varias
células na proximidade da regido labial do nematdide. Porém, nenhuma peroxidase foi
detectada no sitio de alimentagdo formado em raizes de batateira atacadas por G.
rostochiensis (GIEBEL; KRENZ; WILSKI, 1975).

Este trabalho teve por objetivos efetuar levantamento de fitonematdides associados a
Zingiberales ornamentais tropicais em areas de plantio do estado de Pernambuco e estimar
o numero de amostras recomendado para quantificar populagdes de fitonematdides em
futuros levantamentos (Capitulo 2); avaliar o efeito de indutores de resisténcia sobre a

nematofauna associada a rizosfera de plantas de bastdo do imperador (Etlingera elatior
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R.M. Smith), em condi¢des de campo, e a atividade das enzimas [1-1,3-glucanase e
peroxidase na planta (Capitulo 3); e, estudar a produgdo de enzimas por alpinia (Alpinia
purpurata (Vieill.) Schum), associadas a penetragdo e desenvolvimento de M. incognita

(Kofoit & White) Chitwood na hospedeira (Capitulo 4).
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RESUMO

Assis, T.C., Pedrosa, EIM.R., Coelho, R.S.B., Andrade, D.E.G.T., Miranda, T.L., Cavalcanti, R.B.
Fitonematoides associados a Zingiberales tropicais no estado de Pernambuco e estimativa do
nimero de amostras para monitoramento. Summa Phytopathologica.

O aumento expressivo na area plantada com ornamentais tropicais em Pernambuco demonstra
o crescente interesse pela floricultura no Estado, no entanto pouco se conhece em relagdo as
fitonematoses associadas ao cultivo comercial de Zingiberales. Este estudo teve por objetivos
realizar levantamento de fitonematdides em areas produtoras de Pernambuco e estimar o nimero de
amostras recomendado para monitoramento. No periodo de 2002 a 2004, foram visitadas 10 areas

produtoras de Zingiberales ornamentais (Etlingera elatior, Zingiber spectabilis, Alpinia purpurata,
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Musa coccinea, Tapeinoquilos ananassae e Heliconia spp.), localizadas no estado de Pernambuco.
Em cada propriedade foram coletadas raizes de plantas parasitadas por fitonematoides e solo da
rizosfera. As amostras foram processadas pelo método de flotagdo centrifuga e determinadas as
densidades populacionais dos géneros presentes, as quais foram analisadas estatisticamente para
estimativa do niimero recomendado de amostras para monitoramento, considerando diferentes
niveis de erro aceitaveis. Constatou-se ocorréncia freqiiente dos seguintes géneros: Pratylenchus,
Rotylenchulus, Meloidogyne, Helicotylenchus e Criconemella. Sintomas da meloidoginose foram
constatados em 100 % das areas de plantio, com niveis populacionais médios de Meloidogyne spp.

> de solo e 6090 espécimes/20 g de raizes,

elevados, alcangcando 375 espécimes/300 cm
considerando diferentes areas e hospedeiros. As espécies de Meloidogyne detectadas foram M.
incognita, M. arenaria e M. javanica. As estimativas do nimero de amostras indicaram que pelo
menos 11, 20, 10, 18 e 10 amostras sdo recomendadas para monitoramento dos géneros
Pratylenchus, Rotylenchulus, Meloidogyne, Helicotylenchus e Criconemella, respectivamente,
considerando um nivel de erro de 20 %. As associagdes M. arenaria com E. elatior, Rotylenchulus
sp. com A. purpurata, Heliconia spp. e M. coccinia, ¢ Criconemella sp. em A. purpurata
constituiram os primeiros relatos da ocorréncia em Pernambuco.

Palavras-chave adicionais: Heliconia spp., Etlingera elatior, Alpinia purpurata, Zingiber

spectabilis, Musa coccinea, Tapeinoguilos ananassae.
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ABSTRACT
Assis, T.C., Pedrosa, E.M.R., Coelho, R.S.B., Andrade, D.E.G.T., Miranda, T.L., Cavalcanti, R.B.
Plant parasitic nematodes associated with tropical Zingiberales in Pernambuco State, Brazil, and
prediction of samples number for monitoring. Summa Phytopathologica.

The expressive increase in area growing ornamental tropical in Pernambuco indicates crescent
interests for floriculture in the state, however relationships among plant parasitic nematodes and
Zingiberales are unknow. This study had as objectives to screen plant parasitic nematodes in
Zingiberales (Etlingera elatior, Zingiber spectabilis, Alpinia purpurata, Musa coccinea,
Tapeinoquilos ananassae and Heliconia spp.) producing areas of Pernambuco and predict number
of samples for nematodes monitoring at different levels of acceptable error. Samples (soil and roots
of nematode parasited plants) were collected in producing areas, from 2002 to 2004 and processed
by centrifugal flotation method. Populational density of plant parasitic nematodes were evaluated
and used to predict recommended number of samples for monitoring. Pratylenchus sp.,
Rotylenchulus sp., Meloidogyne spp., Helicotylenchus sp. and Criconemella sp. were frequents in
most of samples. Symptoms of root-knot nematodes were verified in 100 % of the planting areas,
being levels of Meloidogyne spp. considered high, up to 375 nematodes per 300 cm’ soil and 6090
nematodes per 20 g of roots, considering different areas and hosts. Among Meloidogyne species,
M. incognita, M. arenaria and M. javanica were detected. Data analysis indicated that at least 11,
20, 10, 18 and 10 samples are recommended for monitoring the genus Pratylenchus, Rotylenchulus,
Meloidogyne, Helicotylenchus and Criconemella, respectively, at 20 % error. The associations M.
arenaria with E. elatior, Rotylenchulus sp. with A. purpurata, Heliconia spp. and M. coccinia, and
Criconemella sp. with A. purpurata consisted of the first occurrence report in Pernambuco, Brazil.
Additional Keywords: Heliconia spp., Etlingera elatior, Alpinia purpurata, Zingiber spectabilis,

Musa coccinea, Tapeinoquilos ananassae.

A floricultura no Brasil ¢ uma atividade consolidada e, em Pernambuco, a produgdo de flores
totalizou 200 produtores, em 2001, gerando 1.500 empregos diretos e indiretos e movimentagao

financeira em torno de R$ 30 milhdes (8). Consistentemente, houve aumento expressivo em area
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plantada com ornamentais tropicais no Estado que alcangou incremento de 900%, distribuidos
pelos municipios de Camaragibe, Paulista, Ipojuca, Igarassu, Recife, Escada, Moreno, Cabo de
Santo Agostinho, Ribeirao, Agua Preta, Sairé, Vitdria de Santo Antdo e Petrolina, com destaque
para os quatro primeiros, localizados na Zona da Mata (9).

Apesar das muitas vantagens e oportunidades para cultivo de Zingiberales ornamentais, o
parasitismo de nematdides pode causar perdas elevadas na producio (13). O nivel de dano das
fitonematoses depende de varios fatores, destacando-se a susceptibilidade da cultura, condigdes
ambientais, densidade populacional dos fitonematbdides e presenga de outros organismos
fitopatogénicos, que podem interagir com o fitoparasito (28). Além do mais, a densidade
populacional do parasito pode variar durante todo o ano nos climas tropicais, em face as variagdes

de temperatura e umidade do solo (20).

As fitonematoses, causadas por espécies dos géneros Meloidogyne Goeldi, Radopholus
Thorne, Helicotylenchus Steiner e Pratylenchus Filip’ev, vém constituindo um dos principais
problemas fitossanitarios em plantas ornamentais tropicais em Pernambuco (13). O parasitismo tem
ocorréncia comum em alpinias (Alpinia spp.), bastdo do imperador (Etlingera elatior R.M. Smith),
musas (Musa spp.) e heliconias (Heliconia spp.), causando danos as raizes e, conseqiientemente,
reducdo severa no crescimento ¢ morte de plantas. O controle das fitonematoses ¢ muito dificil e
envolve diversas estratégias para reduzir a populagdo a niveis que ndo afetem o desenvolvimento

da planta (29), sendo fundamental o monitoramento das populagdes presentes.

Apesar da importancia das fitonematoses para as Zingiberales ornamentais, ndo existem
levantamentos sobre a intensidade da doenca em Aareas produtoras, nem sobre o numero de
amostras recomendado para monitoramento das populagdes presentes. Levantamentos
fitopatologicos sdo fundamentais para obtencdo de informacdes sobre a importancia relativa de
doengas, monitoramento de flutuagdoes populacionais dos fitonematoides ao longo do tempo e
analise de eficiéncia de praticas de controle recomendadas (18), constituindo-se em importante

instrumento para o desenvolvimento de programas de manejo integrado de doengas (7).

O nimero de amostras, tomado em um experimento ou levantamento de campo, determina a
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qualidade ou a confiabilidade dos dados de quantificacdo da doenga obtidos e o custo da iniciativa
(7). No entanto, torna-se necessario o ajuste entre o que ¢ bioldgica e estatisticamente razoavel (6).
O presente trabalho teve por objetivos efetuar levantamento de fitonematodides associados a
Zingiberales ornamentais tropicais em areas de plantio do estado de Pernambuco e estimar o
nimero de amostras recomendado para quantificar popula¢des de fitonematdides em futuros

levantamentos.

MATERIAL E METODOS

Levantamento de fitonemato6ides em Zingiberales ornamentais

No periodo de 2002 a 2004, foram realizados levantamentos de fitonematdides em 10 areas
produtoras das seguintes Zingiberales ornamentais: bastdo do imperador, zingiber (Zingiber
spectabilis Roscoe), alpinia (Alpinia purpurata (Vieill.) Schum.), musa ornamental (Musa
coccinea Andrews), tapeinoquilos (Tapeinoquilos ananassae Hassk) e heliconias (Heliconia
spp.) (30), localizadas nos municipios de Igarassu, Ribeirdo, Cabo de Santo Augustinho,
Alecrim, Jaboatdo dos Guararapes, Paudalho e Sao Lourengo da Mata, do estado de
Pernambuco (Tabela 1). As areas de produgdo foram tomadas ao acaso e as coletas realizadas
em plantas doentes que se encontravam em diferentes estadios de desenvolvimento (vegetativo e

floracao).
Inserir Tabela 1.

Em cada propriedade, foram coletadas raizes de plantas parasitadas por fitonematoides e
solo de rizosfera, com niimero de amostras por area variavel, mas ndo inferior a oito amostras.
Informagoes adicionais sobre o local e a espécie de Zingiberales envolvida foram obtidas de
cada area. Apos a coleta, o material devidamente acondicionado e etiquetado foi processado no

Laboratorio de Fitonematologia da UFRPE.

O processamento das amostras de solo foi realizado pelo método de flotacao centrifuga (16).
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Para a extracdo de nematdides, 100 g de raizes foram lavadas, cortadas em pedacos de
aproximadamente 2 cm e trituradas em liquidificador, em baixa velocidade, por 10 a 20 segundos.
O macerado mais o liquido foram passados em peneiras de 60 sobre 400 meshes, e o filtrado

observado diretamente em microscopio ou, quando necessario, processado pelo método de Jenkins
(16).

A avaliagdo consistiu na identificagdo dos gé€neros de fitonematodides presentes, segundo chave
de identificagdo de Mai & Mullin (21) e na determinagdo da densidade populacional de cada
género identificado. A identificacdo de espécies de Meloidogyne fundamentou-se no modelo
perineal de fémeas adultas, segundo Chitwood et al. (10), sendo utilizada a metodologia de Taylor
& Netscher (27) no preparo dos corantes ¢ das laminas.

A prevaléncia dos fitonematodides foi estimada pela quantidade de areas com presenga do

nematoide em relagdo ao total de areas analisadas (7).

Determinacdo do numero de amostras para quantificacdo de fitonematdides em

Zingiberales

Os dados obtidos no levantamento foram analisados conforme a metodologia descrita por
Campbell & Madden (7). O numero de amostras (n) para monitoramento foi estimado para cada
area onde os fitonematoides foram observados, utilizando-se a equagdo: n = S* / (X* . CVx?),
onde X correspondeu as médias populacionais do fitonematoide; S* variancia da média e CVx
ao coeficiente de variagdo da média, considerando-se confiabilidades (erros aceitaveis) pré-
estabelecidas de 5, 10, 15 ¢ 20 % (CVx =0,05, 0,1, 0,15 e 0,20). Utilizando-se os dados obtidos
para cada area, foi calculado o numero ideal médio de amostras considerando os diferentes

niveis de erro aceitaveis.

Visando comparar a influéncia dos niveis populacionais dos nematéides sobre o numero de

amostras, foi efetuada a andlise de correlagdo de Pearson, ao nivel de 5 % de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Levantamento de fitonemato6ides em Zingiberales ornamentais

No levantamento efetuado em areas de cultivo de Zingiberales ornamentais, no periodo de
2002 a 2004, constatou-se a ocorréncia dos seguintes géneros de fitonematdides: Pratylenchus,
Rotylenchulus Filip’ev, Meloidogyne, Helicotylenchus e Criconemella De Grisse & Loof, sendo a
densidade populacional variavel entre os diferentes hospedeiros avaliados (Tabela 2). Em
Pernambuco, esses géneros de fitonematdides ja foram relacionados em Zingiberales (12), com
excecdo de Rotylenchulus e Criconemella, que ndo constam como parasitos de plantas da ordem
Zingiberales. No entanto, no Havai Rotylenchulus reniformis Lindford & Oliveira é relatado
parasitando Heliconia spp. (24), enquanto Criconemella onoensis Luc foi relatado na América
Central parasitando Alpinia sp. (5). Nao foi verificada a presen¢a de Radopholus, outro importante
género de fitonemato6ide previamente relatado por Coelho & Warumby (13).

Inserir Tabela 2.

Os niveis populacionais médios para Meloidogyne spp. nos diferentes hospedeiros foram
elevados, variando de 0 a 374,7 espécimes/300 cm® de solo e de 208.8 a 6089,9 espécimes/20 g de
raizes; seguido de Rotylenchulus sp. (0 a 132,3 espécimes/300 cm’ de solo e de 0 a 402,1
espécimes/20 g de raizes); Helicotylenchus sp. (15,7 a 106,6 espécimes/300 cm® de solo ¢ de 0 a
165,9 espécimes/20 g de raizes); Pratylenchus sp. (0 a 29,7 espécimes/300 cm’ de solo e de 0 a
47,9 espécimes/20 g de raizes); e Criconemella sp. com baixos niveis populacionais (0 a 5,8
espécimes/300 cm® de solo e de 0 a 39,0 espécimes/20 g de raizes) (Tabela 2). De forma similar,
Bala & Hosein (5) em levantamentos realizados em Trinidad e Tobago observaram elevada
freqiiéncia de M. incognita (Kofoit & White) Chitwood em Alpinia sp e Heliconia sp. que, segundo
os autores, contribuiu para o menor crescimento das plantas e, conseqiiente redugdo da produgdo de
flores.

Estudos morfologicos da regido perineal de fémeas adultas identificaram o parasitismo das

espécies M. incognita, M. arenaria (Neal) Chitwood e M. javanica (Treub) Chitwood, as quais
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incitaram sintomas reflexos, como nanismo, caules finos, desfolhamento, amarelecimento,
enrolamento e necrose das folhas, flores pequenas e descoloridas; e, diretos a exemplo de sistema
radicular com poucas raizes ¢ com formagdo de galhas, em todas as espécies de plantas analisadas
neste levantamento (Figura 1). As espécies M. incognita e M. javanica sdo relatadas como
importantes causadoras de galhas em heliconias (26), no entanto ndo foram encontrados relatos na
literatura especializada para M. arenaria, sendo este, portanto, o primeiro relato de ocorréncia em
Zingiberales ornamentais.

Inserir Figura 1.

As associagdes parasiticas de M. arenaria em E. elatior; Rotylenchulus sp. em A. purpurata,
Heliconia spp. e M. coccinia; e, Criconemella sp. em A. purpurata constituiram os primeiros
relatos da ocorréncia desses fitonematdides em areas comerciais do estado de Pernambuco (1, 2, 3,
4). Neste estudo, destaque deve ser dado também as elevadas populagdes de M. incognita
observadas em A. purpurata (var. Rosa, Kimi, Vermelha e Jungle King), H. psittacorum (var Alan
Carle, Red Opol, Saci, Gold Red Adrian), H. stricta (var Las cruces), H. rostrata, H. ortotricha
(var She), H. chartacea (var sexy pink), M. coccinea, e em associagdo com M. arenaria ¢ M.
javanica em E. elatior.

Sintomas de meloidoginose foram constatados em 100 % das areas de plantio, indicando alta
prevaléncia da doenga nos municipios analisados, seguido de Rotylenchulus e Helicotylenchus
constatados em 90 % das areas e, em menor prevaléncia, Pratylenchus e Criconemella,
respectivamente ocorrendo em 50 e 40 % das éareas estudadas (Tabela 3). A densidade populacional
entre os géneros de fitonematoides variou quando analisando conjuntamente as areas de plantio.
Considerando amostras de solo e raiz, a densidade populacional média de Meloidogyne spp.
(180,78 espécimes/300 cm’ de solo e 3447,16 espécimes/20 g de raiz) foi superior a dos demais
fitonematoides. Fato semelhante foi verificado por Costa et al. (14), onde espécies do género
Meloidogyne predominaram em relagdo as demais, nas associa¢des com plantas ornamentais de
diferentes géneros.

Inserir Tabela 3.

Em 80 % das areas foram constatados niveis populacionais extremamente elevados de
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Meloidogyne spp. variando entre 1123,71 e 7452,38 espécimes/20 g de raizes, enquanto que em
apenas 20 % das areas observou-se densidades inferiores, variando de 799,87 a 809,52 (Tabela 3).
Os demais fitonematdides apresentaram niveis populacionais relativamente baixos quando
comparados com Meloidogyne spp., entretanto a permanente manuten¢do de plantas infectadas no
campo pode propiciar a elevagdo dos niveis populacionais ao longo do tempo (22). Outro fator
preocupante ¢ a comercializagdo de mudas infectadas por fitonematodides, as quais sdo fonte de
indculo primario para areas onde estes nao ocorram.

A meloidoginose encontra-se generalizada nas areas de plantio dos municipios visitados do
estado de Pernambuco, indicando uma grande adaptacdo do fitonematdide ao ambiente e aos
hospedeiros. Os elevados niveis populacionais de Meloidogyne spp. no solo e raizes de
Zingiberales verificados neste estudo, podem inviabilizar num futuro proéximo o cultivo destas
ornamentais por promover redugdo do crescimento das plantas e, consequentemente, baixissima

producao e/ou produtividade.

Determinacdo do nimero de amostras para quantificagao de fitonematédides em Zingiberales

Na estimativa do numero ideal de amostras para quantificacio das populacdes dos
fitonematdides em areas de cultivo, o nimero de amostras a serem consideradas reduziu
significativamente (P<0,05) com a elevagao do erro aceitavel (Tabela 4). Considerando-se a média
das 10 areas de plantio, 340, 332, 225, 293 ¢ 432 amostras de 300 cm’ de solo ou de 179, 330, 174,
299 ¢ 160 amostras de 20 g de raizes, respectivamente para Pratylenchus, Rotylenchulus,
Meloidogyne, Helicotylenchus e Criconemella parecem ser apropriadas para quantificar as
populagdes destes fitonematoides quando o erro aceitavel é de 5%, enquanto esses valores reduzem
drasticamente para 21, 20, 14, 18 e 27 amostras de 300 cm’® de solo ou 11, 20, 10, 18 e 10 amostras
de 20 g de raizes, respectivamente para Pratylenchus, Rotylenchulus, Meloidogyne,
Helicotylenchus e Criconemella quando o erro aceitavel se eleva para 20 %.

Inserir Tabela 4.

Na determina¢do do ntimero ideal de amostras, a escolha do nivel de erro a ser utilizado
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depende do propdsito da amostragem (11, 19). Assim, em futuros levantamentos de fitonematdides,
em cada area de cultivo devem ser amostrados pelo menos 10, 10, 11, 18 e 20 amostras por area de
cultivo de 1 a 3 ha, respectivamente para Meloidogyne, Criconemella, Pratylenchus,
Helicotylenchus e Rotylenchulus, considerando conjuntamente amostras de solo e raizes, com um
nivel de erro maximo de 20 %, o qual ¢ considerado adequado em levantamentos de campo (25).

As diferengas entre os nimeros de amostras de solo e raizes necessarios para quantificar as
populagdes do mesmo fitonematdide pode ser explicada pela variagdo entre as médias e as
variancias observadas entre as areas de cultivo de zingiberales ornamentais. Neste estudo nao
foram verificadas correlagdes significativas entre as densidades populacionais dos fitonematoides e
o nimero de amostras, como verificado em outros patossistemas por Rossi & Battilani (23) e Jong
17).

Um pressuposto basico para estimar o nimero de amostras é que os dados dos locais
analisados sdo representativos do que poderia ocorrer em outros campos, sendo a validade desses
pressupostos variavel entre patossistemas (7). Outro aspecto importante a considerar, ¢ que o
numero de amostras para quantificar as populagdes de fitonematdides precisa ser dindmico, uma
vez que pode variar com o progresso da doenga (15, 19) e com as mudangas do arranjo espacial de
plantas doentes no campo durante o desenvolvimento da doenga (6, 19).

Os resultados deste estudo servem como base para futuros levantamentos de fitonematoses em
Zingiberales no Estado de Pernambuco, uma vez que os dados foram originados de campos sob

diferentes condigdes e estimados considerando necessidades crescentes de precisao.
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RESUMO - Assis, T.C.; EM.R. Pedrosa; R.S.B. Coelho; E. Bezerra Neto: D.E.G.T.
Andrade; M.G. Lima & M.C.B. Spindola. Efeito de indutores de resisténcia sobre a
nematofauna associada a rizosfera e a atividade de B-1,3-glucanase e peroxidase em bastao

do imperador.

Foi estudado o efeito de indutores abiodticos de resisténcia sobre a nematofauna associada a
rizosfera e a atividade de enzimas em plantas de bastdo do imperador (Etlingera elatior). O estudo

foi desenvolvido em plantio comercial, em plantas cultivadas por um e dois anos, no periodo de
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setembro a dezembro de 2005. Acibenzolar-S-metil (ASM), silicato de potassio e torta de nim
foram utilizados como indutores, sendo analisadas as varidveis: densidade populacional de
nematodides parasitos ¢ de vida livre, curva da densidade populacional dos nematoides, area abaixo
da curva da densidade populacional (AACDP), fator de reprodugdo (FR), didmetro do peciolo e
atividade das enzimas [-1,3-glucanase e peroxidase. ASM induziu as melhores respostas,
reduzindo as densidades populacionais, AACDP e FR de Meloidogyne incognita nas raizes, com
resultados semelhantes aos obtidos pelo padrao de controle nematicida, sem no entanto afetar as
populacbes de Rhabditis presentes no solo. Nao foram verificados sintomas de fitotoxidez com
nenhum dos tratamentos realizados. A acdo do ASM mostrou-se mais relacionada com a produgao

de peroxidases do que com a atividade de B-1,3-glucanases na planta.

Palavras-chave: acibenzolar-S-metil, silicato de potassio, torta de nim, indugdo de

resisténcia, Zingiberales, Meloidogyne incognita

SUMMARY - Assis, T.C.; EIM.R. Pedrosa; R.S.B. Coelho; E. Bezerra Neto: D.E.G.T.
Andrade; M.G. Lima & M.C.B. Spindola. Effect of resistance inductors on soil and root

nematode comunity and -1,3-glucanase and peroxidase activity in Etlingera elatior.

It was evaluated the effect of resistance abiotic inductors on nematode comunity associated
with soil and plant roots and enzyme activities in Etlingera elatior. The study was carried out in
one and two years old plants of a commercial growing area, from September to December in 2005.
Acibenzolar-S-methyl (ASM), potassium silicate and neem cake were used as inductors, being
analyzed the variables: free living and plant parasitic nematodes population density, area under
nematode population density curve (AUNPDC), reproduction factor (RF), diameter of plant stem,
B-1,3-glucanase and peroxidase activity. ASM induced the best responses reducing Meloidogyne
incognita density in roots, AUNPDC and FR with results similar to the nematicide control, but with

no influence on the free living nematode Rhabditis sp. in soil. Fitotoxic symptoms were not
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verified in any treatment. The action of ASM seems to be related with peroxidases rather than [3-

1,3-glucanases activity in the plant.

Keywords: acibenzolar-S-methyl, potassium silicate, neem cake, resistance induction,

Zingiberales, Meloidogyne incognita

Introducéo

O bastdo do imperador (Etlingera elatior R.M. Smith), também conhecido por flor da
redencdo e gengibre de tocha, é uma planta ornamental tropical pertencente a familia
Zingiberaceae. Apresenta crescente expansdo no Brasil, principalmente em Pernambuco, sendo
utilizada como flor de corte ¢ na composicdo paisagistica de jardins e bosques (Lamas, 2002).
Entretanto, a expansao da area cultivada e a importagdo de mudas nao certificadas tém contribuido
para o aumento da incidéncia e severidade de problemas fitossanitarios na regido (Warumby et al.,
2004).

As fitonematoses, causadas por espécies dos géneros Meloidogyne Goeldi, Radopholus
Thorne, Helicotylenchus Steiner e Pratylenchus Filip’ev, vém constituindo um dos principais
problemas fitossanitarios em plantas ornamentais tropicais em Pernambuco (Coelho & Warumby,
2002; Assis et al., 2006). O controle destas doengas ¢é bastante dificil, envolvendo diversas
estratégias para reduzir as populacdes a niveis que nao afetem o desenvolvimento da hospedeira.

A resisténcia sistémica induzida é uma proposta promissora para o controle de doengas,
reduzindo efetivamente a dependéncia aos agrotdxicos e constituindo-se em método alternativo
para o controle de fitonematdides (Vrain, 1999; Anwar et al., 2003). Esta resisténcia é expressa
através de resposta localizada e sistémica, culminando com a expressdo da resisténcia sistémica
adquirida - RSA (Vijayan et al., 1998).

A RSA pode ser ativada por indutores bidticos, constituidos de ragas avirulentas ou
organismos nao patogénicos, e indutores abidticos de natureza quimica diversa (Reitz et al., 2000;

Vasiukova et al., 2001; Anwar et al., 2003). O acibenzolar-S-metil foi o primeiro indutor quimico a
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ser usado comercialmente e tem demonstrado ser um potente ativador da RSA em diversos
patossistemas (Gorlach et al., 1996), porém varios outros indutores também tém sido pesquisados
para a ativagdo da RSA, tais como complexos de carboidratos, lipideos e proteinas (Darvill &
Albersheim, 1984), acido DL-B-amino-n-butirico (BABA), jasmonatos, quitosana, silicatos, entre
outros (Sticher et al., 1997; Vasiukova et al., 2001).

A interagdo planta-patdgeno ¢ mediada por uma complexa cadeia de eventos moleculares e
citologicos que determinam a suscetibilidade e a resisténcia do hospedeiro. O conhecimento das
alteragdes bioquimicas que tornam as plantas resistentes pode possibilitar o desenvolvimento de
plantas transgénicas, com expressao acentuada da resisténcia a doenga, ou novos produtos quimicos
que estimulem os mecanismos de defesa na planta (Ryals et al., 1996). A resposta de resisténcia
inclui a morte programada de células, producdo de metabodlitos secundarios antimicrobianos
(fitoalexinas), producdo de proteinas relacionadas com a patogénese (PR-proteinas), como as
quitinases e -1,3-glucanases, proteinas RIPS, defensinas e a lignificagdo da parede celular (Van
Loon, 1997).

Considerando a importancia do bastdo do imperador como uma das ornamentais tropicais mais
comercializadas no estado de Pernambuco e a inexisténcia de informagdes sobre o controle de
fitonematoides em Zingiberales, este trabalho teve por objetivos avaliar o efeito de indutores de
resisténcia sobre a nematofauna associada a rizosfera de plantas de bastdo do imperador, em

campo, ¢ a atividade das enzimas p-1,3-glucanase e peroxidase na planta.

Material e Métodos

Efeito de indutores abidticos de resisténcia sobre a nematofauna associada a rizosfera de bastdo do
imperador

No periodo de setembro a dezembro de 2005 foi desenvolvido em cultivo comercial,
localizado no municipio de Paudalho, em Pernambuco, dois experimentos utilizando indutores
abidticos de resisténcia, para avaliar o efeito do uso destes compostos sobre a nematofauna

associada a rizosfera de bastdo do imperador. Os experimentos foram conduzidos em uma area de
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350 m’, constituida por plantas com um (experimento 1) e dois (experimento 2) anos de cultivo, em

espacamento de 2,5 x 3,5 m.

Os indutores utilizados foram acibenzolar-S-metil (Bion 0,5 ¢ 1,0 g do produto em solugéo,
para touceiras de um e dois anos, respectivamente), silicato de potassio (10 e 15 mL do produto em
solugdo, para touceiras de um e dois anos) e torta de nim (Azadiracta indica A. Juss) (500 e 1000
g/planta com um e dois anos), sendo testado também nematicida a base de terbufos 5% (25 e 50
g/planta com um e dois anos), todos aplicados a 50 cm da planta. Os produtos acibenzolar-S-metil e
o silicato de potassio foram diluidos em 50 L de agua e distribuidos 2 L na base das touceiras,

considerando as concentragdes para touceiras de um e dois anos.

As coletas de raizes e solo da rizosfera foram realizadas mensalmente durante trés meses e o
delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial 5 (acibenzolar-
S-metil, silicato de potassio, torta de nim, nematicida e testemunha) x 4 (época de coleta: 0, 30, 60
e 90 dias ap6s a aplicagdo dos tratamentos), com cinco repeticdes, cada uma constituida por uma
touceira de bastdo do imperador, totalizando 25 parcelas experimentais, em cada experimento.

Paralelamente, foi medido o diametro de cinco perfilhos marcados em cada planta.

O processamento das amostras de solo (300 cm’) foi realizado pelo método de flotagio
centrifuga (Jenkins, 1964), enquanto para a extragdo de nematdides em raizes (20 g), as mesmas
foram lavadas, cortadas em pedacos de aproximadamente 2 c¢cm e trituradas em liquidificador, em
baixa velocidade, por 10 a 20 segundos. O macerado mais o liquido foram passados em peneiras de

60 sobre 400 meshes, ¢ os filtrados, processados pelo método de Jenkins (1964).

Apo6s a determinagdo da densidade populacional dos géneros de nematdide identificados,
foram plotadas curvas de crescimento da densidade populacional dos nematoides e calculada a area
abaixo da curva da densidade populacional (AACDP), pela expressio AACDP = X(yi+yi+1)/2*dy,
onde y; e yi+; sdo os valores da densidade observados em duas avaliagdes consecutivas e d; o
intervalo entre avalia¢cdes (Shaner & Finney, 1977), normalizadas conforme Fry (1978); ¢ o fator
de reproducdo (FR), determinado pela expressao FR = P{/Pi, onde Pf é a populacgdo final aos 90

dias apos a realizacdo dos tratamentos e Pi é a populagao inicial obtida na primeira coleta, antes de
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qualquer tratamento nas plantas.

Para analise estatistica os dados relativos as densidades populacionais dos nematdides
foram transformados para logo(x+1) e o fator de reprodugdo para (x+1), sendo
submetidos a analise de variancia, utilizando-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade,

para separacao das médias.

Atividade de B-1,3-glucanase e peroxidase em plantas sob efeito de indutores quimicos

Amostras de 1,0 g de folhas de cada tratamento obtidas aos 20 e 45 dias apos a aplicagao dos
produtos foram maceradas em almofariz com nitrogénio liquido, adicionando-se 1% (v/v) de
polivinilpirrolidona (PVP) e 1,0 mL de tampéo acetato de potassio (50 mM/pH5,0) contendo 1mM
EDTA. Os extratos foram em seguida, centrifugados a 10.000 rpm, por 10 minutos a —4 °C, sendo o
sobrenadante transferido para tubos de Eppendorf e armazenado a -80°C (Dann & Deverall, 2000).
Os sobrenadantes foram utilizados na avaliagdo da atividade enzimatica.

A atividade de B-1,3-glucanase foi avaliada pela dosagem da glicose liberada com a hidrélise
da laminarina (Tuzun et al., 1989). Para isto, pipetou-se para tubos de ensaio, 100 puL. do extrato
enzimatico ou solucdo padrdo de glucose na faixa de 0 a 500 mg/L, 200 pL de tampdo de acetato
de potassio (0,1 M/pH 4,8) ¢ 200 uL de laminarina (15 mg/mL). Este material foi incubado a
temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida, acrescentou-se 1,0 mL do padrdo interno de
glucose ¢ 4,0 mL do reagente analitico do acido dinitrossalicilico (ADNS) (Miller, 1959). Em
seguida os tubos de ensaio foram fechados, agitados e colocados para aquecer a 100 °C por 15
minutos. Apos este periodo foram realizadas leituras espectrofotométricas a 570 nm e comparadas
com padrdes de glicose, sendo a atividade da enzima expressa em mg de glucose/h. A curva padrao
de glicose foi preparada como adigdo de padrdo, da mesma forma das amostras, substituindo-se a
laminarina por solugdes de glicose (0-500 mg/L).

A atividade da peroxidase foi avaliada com base na diferenca da absorbancia produzida com a
oxidacdo do guaiacol e concomitante reducao do peroxido de hidrogénio (Dann & Deverall, 2000).

Para isto, pipetou-se para uma cubeta espectrofotométrica, 50 uL. de guaiacol (0,02M), 0,5 mL de
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peroxido de hidrogénio (0,38M) e 2,0 mL de tampao acetato de sodio (0,1M, pH 5,0). Este material
foi agitado suavemente, adicionando-se em seguida 50 uL do extrato enzimdtico da planta. As
leituras espectrofotométricas foram efetuadas a 470 nm, intercaladas de 10 segundos, durante um
minuto. Estimou-se a atividade enzimatica com base na diferenga de absorbéancia por minuto e por
peso da amostra fresca, sendo expressa em A de absorbancia/h.

Para analise estatistica os valores relativos a peroxidase foram transformados para \/(X+0,5).

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias dos tratamentos submetidas ao teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

Efeito de indutores abiéticos de resisténcia sobre a nematofauna associada a rizosfera de
bastdo do imperador

Meloidogyne incognita (Kofoit & White) Chitwood e Rhabditis Dujardin sp. foram os
nematodides prevalentes na area estudada. Em todas as avaliagdes foi verificada ocorréncia em
baixas freqiiéncias e densidades populacionais dos seguintes géneros de fitonematodides:
Helicotylenchus Steiner, Rotylenchulus Filip’ev, Pratylenchus Filip’ev e Criconemella De Grisse &
Loof. Em relagdo aos nematdides de vida livre também foram verificados os seguintes géneros:
Mononchus Bastian, Dorylaimus Dujardin, Acrobeles Linstow e Aphelenchus Bastian.
Fitonematoides geralmente ocorrem conjuntamente com outros nematoides, incluindo os
predadores que se alimentam dos primeiros. Nematoides predadores sdo comuns em todos os tipos
de solo, sendo considerados como promissores agentes de biocontrole. Akhtar & Mahmood (1996)
verificaram que a incorporagdo de torta de nim ao solo favoreceu o aumento da populagdo de
nematodides predadores como Mononchus aquaticus Coetzee, o qual foi responsavel por reduzir

significativamente a incidéncia de nematdides das galhas em tomateiro (Lycopersicon esculentum
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Mill.) e pimentdo (Capsicum annuum L.).

As curvas cumulativas da densidade populacional de M. incognita e Rhabditis sp. mostraram
que na coleta inicial, antes da aplica¢do dos indutores, a densidade populacional dos nematoéides foi
relativamente baixa (Figura 1), possivelmente devido ao excesso de chuvas nos meses que
antecederam a instalacio do experimento. No entanto a densidade populacional elevou-se
rapidamente com o passar do tempo, principalmente na testemunha, atingindo um valor maximo de
6.746 espécimes de M. incognita por 20 g de raizes em plantas com dois anos de cultivo, aos 60
dias da instalagdo do experimento. Ainda em relagdo a M. incognita, plantas com dois anos de
cultivo apresentaram maiores densidades populacionais do que plantas com um ano. O tratamento
com acibenzolar-S-metil foi o mais eficaz mantendo a curva da densidade populacional de M.
incognita nas raizes em baixos valores até o final das avalia¢des, em plantas com um e dois anos,
sem comprometer o desenvolvimento do Rhabditis sp. De forma similar, Baysal et al. (2005)
verificaram que folhas de pimentdo inoculadas com Phytophthora capsici Leonian trés dias apds o
tratamento com acibenzolar-S-metil apresentaram redugdo de 45% da severidade da doenca na
planta.

Considerando os dados de plantas com um e dois anos, plantas tratadas com acibenzolar-S-
metil apresentaram os menores valores de AACDP e FR para M. incognita nas raizes, os quais
diferiram significativamente da testemunha, mas sem diferir do nematicida. Essas diferencas nao
foram verificadas no solo (Tabela 1). Da mesma forma, a densidade populacional de M. incognita
nas raizes foi significativamente menor com a utiliza¢ao de acibenzolar-S-metil que na testemunha.
Comportamento semelhante ocorreu no solo em plantas com um ano de idade, mas ndo em plantas
com dois anos (Tabela 2).

A torta de nim também reduziu significativamente a densidade populacional de M. incognita
no solo da rizosfera de plantas, com um e dois anos de cultivo, em relagdo a testemunha (Tabela 2).
No entanto essas diferencas ndo se verificaram em raizes de plantas com um e dois anos. Akhtar
(2000) verificou que a utilizagdo de folhas ou torta de nim aumentou o crescimento de plantas
quando comparado com o nematicida, no entanto a menor penetragdo por M. incognita foi

verificada neste ultimo. Para Rhabditis sp. ndo foram verificadas diferencas significativas entre os
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tratamentos. Alam et al. (1980) verificaram que a incorporagdo de torta de nim ao solo reduziu
significativamente o indice de galhas em raizes de tomateiro, berinjela (Solanum melongena L.) e
pimentao, promovendo aumento do peso de raizes e caule nessas plantas, fatos também verificados
em outros patossistemas (Prassad et al., 1994; Akhtar, 2000). Entretanto, Siddiqui & Alan (1989)
avaliando o efeito de exsudatos de raizes de nim sobre o percentual de mortalidade de diferentes
espécies de fitonematdides (Hoplolaimus indicus Sher, Helicotylenchus indicus Siddiqui,
Rotylenchulus reniformis Lindford & Oliveira e M. incognita), verificaram que M. incognita foi
menos suscetivel aos exsudatos da planta. Plantas de nim produzem compostos como nimbinas,
salaninas, tionemone, azadiractina e varios flavonoides que t€ém mostrado ter agdo nematicida, além
disso a torta de nim suplementa a planta com a adigdo de nutrientes como N, P ¢ K (Akhtar &
Mahmood, 1996).

Em relacdo ao efeito dos tratamentos no desenvolvimento das plantas, ocorram diferengas
significativas no didmetro do peciolo, com os maiores didmetros verificados nos tratamentos
nematicida e torta de nim e os menores didmetros observados na testemunha e acibenzolar-S-metil
(Tabela 2).

Nas concentracOes usadas neste estudo os indutores ndo causaram alteracdo visual ou
fitotoxidez em folhas ou flores das plantas testadas, como verificado por Burketova et al. (1999)
em folhas de beterraba (Beta vulgaris L.) quando utilizaram os indutores acibenzolar-S-metil,
silicato de sodio, quitosana, paraquat e nitrato de prata. Segundo os autores, a pulverizacdo de
plantas com todas as concentragdes de acibenzolar-S-metil testadas ndo causaram sintoma visivel
sobre as folhas de beterraba. Lopez & Lucas (2002), estudando a a¢ao dos indutores acibenzolar-S-
metil, acido 2,6-dicloro-isonicotinico, acido salicilico e fosfato dibasico de potassio quanto a
habilidade para induzir resisténcia em sementes e folhas de cajueiro (Anacardium occidentale L.)
contra Colletotrichum gloeosporioides Penz, relataram que a maxima redu¢do da doenga nas
folhas, sem efeitos fitotoxicos, foi obtida com 0,3 uM de acibenzolar-S-metil; concentragdes

maiores causaram efeitos fitotdxicos na planta.

Atividade de B-1,3-glucanase e peroxidase em plantas sob efeito de indutores quimicos
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Os efeitos dos indutores de resisténcia e nematicida sobre a atividade de p-1,3-glucanase e
peroxidase em plantas de bastdo do imperador sdo apresentados na Tabela 3. Considerando
conjuntamente os tratamentos ¢ as diferentes épocas de avaliacdo (20 e 45 dias), foram verificadas
interagdes significativas para as duas enzimas. Embora ndo tenham sido verificadas diferencas
significativas na atividade de pB-1,3-glucanase em plantas com um ano de cultivo, em plantas com
dois anos de cultivo avaliadas aos 45 dias a atividade de B-1,3-glucanase foi maior em plantas
tratadas com acibenzolar-S-metil diferindo significativamente da testemunha mas nao do
nematicida. Torta de nim e silicato de potassio ndo diferiram dos demais tratamentos.
Similarmente, o tratamento de roseiras (Rosa sp. Rose) com 50 uM de acibenzolar-S-metil resultou
no aumento da protegdo da planta contra Diplocarpon rosae F.A. Wolf, sendo acompanhado pela
acumulagdo de varias proteinas extracelulares, com destaque para 3-1,3-glucanase (Suo & Leung,
2002), que ¢ uma das PR-proteinas envolvidas nos processos de defesa das plantas contra
fitopatogenos (Thimmapuram et al., 2001). De forma similar, em folhas de pimentdo (Capsicum
anuum L.) inoculadas com Phytophthora capsici Leonian, acibenzolar-S-metil promoveu a indugéo
de L-fenilalanina amonia liase, o aumento do conteudo total de fenodis e a elevada atividade das
enzimas quitinase e [(-1,3-glucanase, o que contribuiu para o aumento da resisténcia da planta
contra a doenga (Baysal et al., 2005).

Niveis reduzidos de p-1,3-glucanase podem também estar presentes em plantas ndo infectadas
ou ndo tratadas, sendo sua concentragdo variavel, dependendo do estadio fenoldgico da planta
(Reepka et al., 1997), assim como da expressdo de PR-genes devido a danos mecanicos ocorridos
na planta (Nielsen et al., 1994). De acordo com Baldridge et al. (1998) os niveis de B-1,3-
glucanase foram inicialmente similares em raizes de plantas de alfafa (Medicago sativa L.)
resistentes e suscetiveis, mas acumularam-se mais rapidamente em plantas resistentes apos a
infecg¢ao por Pratylenchus penetrans (Cobb) Chitwood & Oteifa.

A formagdo de proteinas induzidas pelo patégeno em plantas é uma reagdo importante,
estando relacionada tanto com a patogénese quanto com a resposta de defesa contra o patégeno. As

PR-proteinas do grupo 2 (B-1,3-glucanase) tém por fung@o degradar a parede celular dos patdgenos
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e sinalizar para ativar os mecanismos de resisténcia em plantas, o que evidencia seu envolvimento
nos mecanismos de defesa. No entanto, o envolvimento desta enzima na reagdo de resisténcia
contra fitonematoides ¢ ambiguo, ou seja, nem sempre o aumento da atividade da enzima esta
correlacionado com a reacdo de resisténcia na planta (Zinov’eva et al., 2004).

Em plantas com um e dois anos de cultivo, considerando a primeira época de avaliagdo (20
dias), a atividade da peroxidase foi maior em plantas tratadas com acibenzolar-S-metil diferindo
significativamente de silicato de potassio, torta de nim, nematicida e da testemunha (Tabela 3). No
patossistema macieira (Malus domestica Bork) x Erwinia amylovora (Burrill) Winslow a protegao
de mudas contra a agdo da bactéria foi constantemente associada com a ativacdo das enzimas
peroxidases e B-1,3-glucanases, sendo a acumulacdo destas iniciadas rapidamente nas plantas e
mantidas por 17 dias apds a indug¢do com acibenzolar-S-metil (Brisset et al., 2000).

Aumentos da atividade da peroxidase podem ocorrer também como conseqiiéncia natural do
processo de senescéncia, como relatado em varias plantas (Abeles et al., 1988; Bartoli et al., 1995;
Panava & Rubinstein, 1998), ou estar diretamente envolvida como um dos mediadores na cascata
de reacdes na planta, em resposta a estresses diversos (Minibaeva & Gordon, 2003).

O comportamento da peroxidase em plantas resistentes e suscetiveis € variavel. [soperoxidases
foram detectadas em raizes de tomateiro resistente (cv. Rossol) e suscetivel (cv. Roma VF), quando
infectadas ou ndo por M. incognita. No entanto a atividade destas enzimas expressou-se de forma
diferente nestes cultivares. Todas as plantas apresentaram naturalmente produgdo de isoperoxidases
quando nio infectadas pelo nematoide, no entanto a infecg¢do pelo parasito aumentou rapidamente a
atividade desta enzima na cultivar resistente, quando comparada com a suscetivel. A infeccdo por
M. incognita induziu diferentemente varias isoperoxidases na planta. A atividade de isoperoxidases
foi aumentada em fra¢des do citoplasma de raizes cinco dias apos a inoculagdo com M. incognita e
possivelmente contribuiu para a produgdo de etileno encontrado em reagdes compativeis entre
tomateiro e nematoides das galhas (Molinari, 1991).

Isoformas de peroxidases estdo envolvidas como um importante componente de resposta a
estresses em plantas, mas também podem atuar regulando os niveis de peroxido de hidrogénio nos

tecidos das plantas, pelo envolvimento com a produgdo de superoxido e perdxido de hidrogénio
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(Malolepsza & Urbanek, 2000). O aumento evidente na produgdo de espécies de oxigénio ativo ¢
um importante componente de resposta da planta a diversos fatores de estresse, tais como: ataque
de fitopatdgenos, xenobiose, 0zénio, etc. Peroxidases foram consideradas como antioxidantes que
protegem as células contra os efeitos danosos de perdxido de hidrogénio, embora também possam
operar como oxidantes (Minibaeva & Gordon, 2003).

Neste estudo ficou evidenciado que o uso de acibenzolar-S-metil ¢ uma importante alternativa
para o manejo de M. incognita em Zingiberales ornamentais, pois proporcionou a manutengdo dos
reduzidos niveis populacionais do parasito durante os 90 dias de duragdo dos experimentos, além
de ndo provocar efeitos fitotoxicos nas plantas. A utilizagdo de elicitores para induzir a expressao
da defesa em plantas é uma importante alternativa para o controle de diversas doengas pois
apresenta vantagens como: (a) ecologicamente correto (o alvo € o sistema de resisténcia da planta,
ndo os fitopatogenos); (b) protecdo sistémica (atuando em toda a planta); (c) multiplicidade dos
caminhos envolvidos (maior dificuldade de adaptacdo do patdgeno); e, (d) inespecificidade a

patégenos (atuando em fungos, bactérias, virus, nematoides, etc.) (Zinov’eva et al., 2004).
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Figura 1. Curvas da densidade populacional de Meloidogyne incognita e Rhabditis sp. em plantas

de bastdo do imperador sem tratamento (ST) e sob efeito dos indutores de resisténcia acibenzolar-

S-metil (ASM), silicato de potassio (SP), torta de nim (TN) e do nematicida terbufos (N).
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Tabela 1. Area abaixo da curva da densidade populacional (AACDP) e fator de reprodugdo (FR)
para Meloidogyne incognita e Rhabditis sp. em plantas de bastdo do imperador sob efeito de

indutores de resisténcia e nematicida.

Meloidogyne incognita Rhabditis sp.
Tratamento AACDP Fr

Raiz Solo Raiz Solo AACDP Fr

Plantas com 1 ano
Acibenzolar-S-metil 8640 b 15720 a 4,0 bc 3,1 ab 62460 a 12,3 a
Silicato de potassio 67500 ab 46860 a 14,1 abc 9,1 ab 40320 a 19,9 a
Torna de nim 104340 ab 28980 a 28,9 ab 1,8 ab 104190 a 6,6 a
Nematicida 9900 b 18120 a 2,1c 0,4b 29880 a 8,8a
Testemunha 138390 a 56460 a 77,2 a 40,9 a 49140 a 0,7 a

Plantas com 2 anos
Acibenzolar-S-metil 8940 b 77130 a 1,7b 10,7 a 65940 a 42 a
Silicato de potassio 128190 a 66990 a 22b 16,7 a 57750 a 49 a
Torna de nim 213720 a 77130 a 9,2 ab 1,6 a 92100 a 6,8 a
Nematicida 100500 ab 123900 a 22,4 ab 7,9 a 59700 a 2,8a
Testemunha 341130 a 125460 a 63,1 a 21,6 a 83850 a 48a

Para analise estatistica os dados obtidos da AACDP e Fr foram transformados respectivamente para log;o(x+1) e raiz
(x+1), sendo apresentadas as médias dos dados originais. Médias seguidas de mesma letra mintscula na vertical ndo
diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 2. Efeito de acibenzolar-S-metil, silicato de potassio, torta de nim e terbufés sobre o

diametro do caule e densidade populacional de Meloidogyne incognita e Rhabditis sp. em plantas

de bastdao do imperador.

~ Melmdogyne incognita Rhabditis
Diametro do caule Raiz Solo L.
Tratamento L e (espécimes /300
(mm) (espécimes/ (espécimes / e’ de solo)
20 g de raizes) 300 cm’ de solo)
Plantas com 1 ano
Acibenzolar-S-metil 12,1b 105,5b 148,0b 604,0 a
Silicato de potassio 12,8 ab 780,5 ab 421,0 ab 423,5a
Torna de nim 13,4 ab 1040,0 ab 272,0b 9120 a
Nematicida 13,6 a 98,0 b 161,5b 338,5a
Testemunha 12,2 b 1048,5 a 571,5a 487,0 a
Plantas com 2 anos
Acibenzolar-S-metil 15,2 b 94,5b 826,0 ab 689,5 be
Silicato de potassio 16,6 ab 1210,5a 626,0b 593,5 be
Torna de nim 17,7 a 1899,0 a 727,5b 909,5 ab
Nematicida 17,9 a 985,0a 1077,0 ab 566,5 ¢
Testemunha 16,5 ab 3419,0 a 1222,0 a 936,0 a

Para analise estatistica os dados relativos as densidades populacionais dos nematoides foram transformados para
log;o(x+1), sendo apresentada a média dos dados originais. Médias seguidas de mesma letra mintiscula na vertical ndo
diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 3. Efeito de acibenzolar-S-metil, silicato de potassio, torta de nim e terbufos sobre
a atividade de B-1,3-glucanase (mg de glucose/h) e peroxidase (A de absorbancia/h) em
plantas de bastdo do imperador cultivadas por um e dois anos, em duas épocas de avaliacdo

(aos 20 e 45 dias ap6s a aplicagao dos tratamentos).

Tratamento 1 ano de cultivo 2 anos de cultivo
Avaliagdo 1 Avaliagdo 2 Avaliagdo 1 Avaliagio 2
F1,3-glucanase
Acibenzolar-S-metil 31,99a A 31,93a A 31,93aB 32,13a A
Silicato de potassio 31,99a A 31,94a A 31,93 aB 32,09 ab A
Torna de nim 31,99a A 31,90a A 31,93aB 32,10 ab A
Nematicida 31,94 a A 31,93a A 31,95aB 32,15aA
Testemunha 31,96 a A 31,90 a A 31,95a A 31,99b A
Peroxidase
Acibenzolar-S-metil 0,564 a A 0,040 aB 1,057a A 0,077aB
Silicato de potassio 0,030b A 0,150a A 0,052b A 0,313a A
Torna de nim 0,027b A 0,024 a A 0,124b A 0,241 a A
Nematicida 0,020b A 0,056 a A 0,098 b A 0,017a A
Testemunha 0,010b A 0,006 a A 0,051 b A 0,136 a A

B-1,3-glucanase (CV=0,17%); peroxidase (CV=14,12%). Para analise estatistica os dados relativos a atividade da
peroxidase foram transformados para raiz (x+0,5), sendo apresentada a média dos dados originais. Médias seguidas de
mesma letra mintscula na vertical e maitiscula na horizontal, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 1. Espécies de Zingiberales ornamentais coletados em municipios do Estado de

Pernambuco
Areas  Municipio Espécies coletadas
A-01 Igarassu Etlingera elatior, Zingiber spectabilis, Alpinia purpurata, Musa coccinea,
Heliconia psittacorum (var. Alan Carle e Saci) e H. stricta (var. Las Cruses)
A-02 Igarassu E. elatior, H. psittacorum (var. Red Opol) e H. rostrata
A-03 Igarassu E. elatior, A. purpurata, M. coccinea, H. ortotricha (var. She), H. psittacorum (var.
Red Opol e Gold Red Adrian) e H. charteacea (var. Sexy Pink)
A-04 Ribeirdo E. elatior, A. purpurata, M. coccinea e H. psittacorum (var. Alan Carle)
A-05 Ribeirdo E. elatior, A. purpurata e H. psittacorum (var. Alan Carle)
A-06 Cabo de Santo Tapeinoquilos ananassae, A. purpurata, M. coccinea, H. rostrata (var. Grande) e
Augustinho  H. stricta (var. Faribard)
A-07 Alecrim A. purpurata e H. psittacorum (var. Alan Carle)
A-08  Jaboatdo dos E. elatior, A. purpurata e M. coccinea
Guararapes
A-09 Paudalho E. elatior e H. birrai
A-10  Sao Lourenco

da Mata

A. purpurata e M. coccinea
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Tabela 2. Densidade populacional de fitonematoides associados a diferentes Zingibelares tropicais

no estado de Pernambuco

Densidade populacional'

Hospedeiro Pratylenchus  Rotylenchulus Meloidogyne Helicotylenchus Criconemella
Solo
Alpinia purpurata 2,7 37,5 148,9 30,3 5,8
Etlingera elatior 29,7 59,2 135,8 15,7 0,0
Heliconia spp. 4,7 45,5 106,9 18,0 0,0

Musa coccinea 4,9 132,3 374,7 40,4 0,0
Tapeinochilos ananassae 0,0 70,6 0,0 106,6 0,0
Zingiber spectabilis 0,0 0,0 0,0 17,6 0,0
Raizes
Alpinia purpurata 24,4 402,1 3904,2 28,4 39,0
Etlingera elatior 22,5 0,0 6089.9 27,5 0,0
Heliconia spp. 2,9 4,0 208,8 0,8 0,0

Musa coccinea 47,9 56,7 3047,8 165,9 0,0
Tapeinochilos ananassae 0,0 0,0 4123 79,0 0,0
Zingiber spectabilis 0,0 0,0 622,1 0,0 0,0

" Densidade populacional média: no solo (nivel populacional médio de fitonematéides avaliado em amostras
de 300 cm’ de solo); nas raizes (nivel populacional médio de fitonematéides avaliado em 20 g de raizes).

% Heliconia psittacorum, H. stricta, H. rostrata, H. ortotricha, H. chartacea, H. birai e H. psittacorum x H.
spathocircinata.
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Tabela 3. Densidade populacional de fitonematoides associados a Zingiberales ornamentais e

respectivas areas de estudo no estado de Pernambuco.

Densidade populacional'

Areas Pratylenchus Rotylenchulus Meloidogyne Helicotylenchus Criconemella
LS00

A-01 5,89 40,44 22,66 38,45 -

A-02 8,88 59,11 231,02 56,17 -

A-03 3,52 157,28 47,97 46,10 0,88

A-04 - 13,26 51,06 4,40 -

A-05 - 4,40 124,40 31,06 4,40

A-06 - 36,68 462,13 30,47 -

A-07 - - 346,57 8,80 -

A-08 38,00 235,53 215,33 - 11,33

A-09 40,00 13,33 193,33 16,66 -

A-10 - 53,33 113,33 20,00 6,66

Média 9,63 61,34 180,78 2521 2,33
Ralzes

A-01 5,62 8,38 799,87 14,05 -

A-02 - - 6.069,71 50,79 -

A-03 55,84 1,25 1.455,31 21,13 -

A-04 41,23 3,14 1.123,71 15,80 -

A-05 - - 2.762,50 23,30 126,91

A-06 - - 2.376,05 163,12 -

A-07 - - 6.856,82 - -

A-08 - 1.293,57 7.452,38 110,95 -

A-09 55,47 11,90 4.765,71 - -

A-10 - 238,09 809,52 23,30 -

Média 15,82 155,63 3.447,16 42,34 12,69

" Densidade populacional média: no solo (nivel populacional médio de fitonematéides avaliado em amostras
de 300 cm’ de solo); nas raizes (nivel populacional médio de fitonematéides avaliado em 20 g de raizes).
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Tabela 4. Tamanho da amostra para quantificacdo de fitonematoides em zingiberales tropicais,

com a confiabilidade definida pelo coeficiente de variacdo da média (erro).

3
Espécie Média'  Variancia’ Erro (%)
5 10 15 20
Solo
Pratylenchus 9,63 428,55 340,02 85,00 37,78 21,25
Rotylenchulus 61,34 2.479,04 332,20 83,05 36,91 20,76
Meloidogyne 180,78 23.699,57 225,20 56,30 25,02 14,08
Helicotylenchus 25,22 582,61 293,50 73,38 32,61 18,34
Criconemella 2,33 5,27 432,44 108,11 48,05 27,03
Raizes
Pratylenchus 15,82 620,12 179,48 44 87 19,94 11,22
Rotylenchulus 155,63 23.063,00 330,33 82,58 36,70 20,65
Meloidogyne 3.447,16 1.510.119,64 174,06 43,51 19,34 10,88
Helicotylenchus 42,34 1.023,34 299.44 74,86 33,27 18,72
Criconemella 12,69 6.441,93 160,00 40,00 17,78 10,00

"'Média populacional do fitonematéide em 10 areas de plantio do Estado de Pernambuco.

? Variancia (S%) média da populagdo de fitonematodides em 10 areas de plantio do Estado de Pernambuco.

3 Tamanho ideal da amostra admitindo erros de 5, 10, 15 e 20, determinado conforme Campbell ¢ Madden
(1990).
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Figura 1. Sintomas causados por Meloidogyne spp. em Alpinia purpurata (A ¢ E), Etlingera

elatior (B e F), Heliconia spp. (C) e Musa coccinia (D).
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Desenvolvimento de Meloidogyne incognita e alteracdes

enzimaticas em plantas de Alpinia purpurata

CAPITULO 4
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RESUMO - Assis, T.C.; EIM.R. Pedrosa; D.E.G.T. Andrade; R.S.B. Coelho & C.V.M.A.
Silva. Desenvolvimento de Meloidogyne incognita e alteragdes enzimaticas em plantas de

Alpinia purpurata.

O cultivo de Alpinia purpurata vem em franca expansdo em Pernambuco, no entanto
fitonematoses causadas por espécies do género Meloidogyne constituem um dos principais
problemas no Estado. Este trabalho teve por objetivo investigar padrdes protéicos e isoenzimaticos
de plantas de A. purpurata parasitadas por M. incognita. Para tanto, plantas de alpinia obtidas por
micro-propagacdo foram cultivadas em solo esterilizado e mantidas em condi¢des de laboratorio.
Apoés a aclimatagdo e enraizamento, as plantas foram inoculadas com 5000 juvenis do segundo

estadio (J,) de M. incognita e aos 2, 4, 8, 16 ¢ 24 dias ap6s a inoculagdo, determinado os estadios
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de desenvolvimento dos nematodides nas raizes e variagoes nas enzimas esterase, fosfatase acida e
peroxidase, através de padrdes eletroforéticos de isoenzimas. Plantas ndo inoculadas foram usadas
como testemunhas. Aos dois e quatro dias apos a inoculagdo, os nematodides encontravam-se no
estadio vermiforme, aos oito dias apresentavam-se alargados, passando a globosos aos 16 dias apos
a inoculagdo. Fémeas adultas globosas sem massas de ovos foram observadas aos 24 dias apos a
inoculacdo. Todas as plantas de alpinia parasitadas ou ndo por M. incognita apresentaram atividade
izoenzimatica de esterase, fosfatase acida e peroxidase. No entanto, de maneira geral, a intensidade

das bandas foi maior em plantas parasitadas, principalmente as da fosfatase acida.

Palavras-chave: ornamentais, fosfatase, peroxidase, esterase, nematoides das galhas.

SUMMARY - Assis, T.C.; E'M.R. Pedrosa; D.E.G.T. Andrade; R.S.B. Coclho &
C.V.M.A. Silva. Development of Meloidogyne incognita and changes in enzymatic

avtivity on Alpinia purpurata.

Alpinia purpurata croping is increasing in Pernambuco, Brasil, being the rot-knot nematodes a
major problem in the state. This study had the objective of analyzing proteic eletrophoretic
isozymatic pattern of the plant associated with penetration and development of Meloidogyne
incognita. The plants were obtained by micro-propagation, cultivated in sterilized soil under
laboratory conditions. After aclimatation and roots development, the plants were inoculated with
5000 second stage juveniles (J,) of M. incognita and at 2, 4, 8, 16 and 24 days after inoculation it
was determined nematode developmental stage in roots and esterase, acid phosphatase and
peroxydase variations in plants through eletrophoretyc pattern of isozymes. Non inoculated plants
were used as the control. At two and four days after inoculation, nematodes were vermiform, at
eight and ten days were enlarged, and globous at 16 days after inoculation. Globous femeals

without egg mass were observed 24 days after inoculation. All plants (parasited or not with M.
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incognita) induced esterase, acid phosphatase and peroxydase response but, in general, the bands

intensity was higher in parasited ones, mainly of acid phosphatase.

Keywords: ornamentals, phosphatase, peroxydase, esterase, rot-knot nematode.

Introducéo

Alpinia purpurata (Vieill.) Schum, é uma planta tropical pertencente a familia Zingiberaceae.
Cultivada ha muito tempo como planta ornamental em paisagismo, vem sendo utilizada na
jardinagem de parques e em residéncias devido a intermitente floragdo durante todo o ano (Castro,
1995a, 1995b). O uso potencial dessa planta como flor de corte, face a durabilidade e exuberancia
das inflorescéncias, aliada ao florescimento continuo, contribuiu para a expansdo do cultivo desta
planta no estado de Pernambuco, que teve incremento em area de quase 1000 % entre os anos de
1999 e 2000 (Chagas, 2000).

Apesar das muitas vantagens e oportunidades para cultivo de A. purpurata, existem muitas
doengas de natureza bidtica que causam sérios problemas a produgdo, destacando-se aquelas
decorrentes do parasitismo de nematodides. Fitonematoses causadas por espécies do género
Meloidogyne Goeldi constituem-se um dos principais problemas fitossanitarios em plantas
ornamentais tropicais em Pernambuco, causando danos as raizes e, conseqiientemente, redugdo
severa no crescimento e morte de plantas (Assis, 2006).

Nematoides parasitas de plantas segregam enzimas hidroliticas das glandulas esofagianas que
dissolvem a parede celular e componentes sélidos dos tecidos vegetais, que podem ser absorvidos
pelo parasito, agindo como “enzimas digestivas". Além disso, a formacdo de proteinas induzidas
pelo patogeno em plantas ¢ uma importante reagdo, a qual esta relacionada tanto com a patogénese
quanto com a resposta de defesa contra o patdgeno. Muitas hidrolases foram encontradas
associadas ao parasitismo de nematdides. Entre as mais comuns destacam-se celulase, protease e
amilase. Estas hidrolases sdo a razdo primaria para mudancas metabdlicas na planta hospedeira

(Zinov’eva et al., 2004).
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A andlise eletroforética de padrdes protéicos e isoenzimaticos é muito utilizada em estudos
taxonomicos de nematdides e avaliagdo da atividade de plantas sob estresse (Alfenas et al., 1991;
Zinov’eva et al., 2004). A analise de isoenzimas evidencia a variagdo na sequéncia de aminoacidos
da molécula protéica que tem a mesma fun¢ao catalitica, detectando desta maneira a variagdo entre
a sequéncia de DNA que codifica as proteinas (McDonald & McDermott, 1993).

Considerando a importancia socio-econdmica de A. purpurata como uma das ornamentais
tropicais mais comercializadas no estado de Pernambuco, o presente trabalho teve por objetivo
estudar alteragdes enzimaticas na planta, associadas a penetragdo e desenvolvimento de M.
incognita (Kofoit & White) Chitwood, observadas na analise eletroforética de padrdes protéicos e

isoenzimaticos.

Material e Métodos

Desenvolvimento de M. incognita em raizes de plantas de A. purpurata

Plantas de A. purpurata, obtidas por micro-propagacdo (EMBRAPA, Petrolina), foram
cultivadas em copos descartdveis (200 mL) contendo solo esterilizado com brometo de
metila e mantidas em condigdes normais de laboratorio (UR = 60 %, T = 30+2 °C). Apos a
aclimatacdo e enraizamento, aproximadamente 60 dias, as plantas foram inoculadas com
5000 juvenis (J,) de M. incognita. Dois dias ap6s a inoculagdo, as plantas foram removidas
dos vasos, os sistemas radiculares lavados com agua corrente, e transplantadas para vasos
com solo esterilizado, exceto aquelas avaliadas dois dias ap6s a inoculagdo, possibilitando
que a penetracdo do nematodide fosse sincronizada para um periodo de 48 horas. As
avaliagdes foram realizadas aos 2, 4, 8, 16 ¢ 24 dias apds a inocula¢do, quando as plantas
foram cortadas na linha do solo, e as raizes (1,0 g) coradas utilizando-se a técnica descrita
por Byrd et al. (1983). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em

arranjo fatorial 2 (plantas inoculadas e ndo inoculadas) x 5 (periodos de avaliacdo), com
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cinco repeti¢des. Para determinacdo do estddio de desenvolvimento dos nematodides no
interior das raizes, seguiu-se o critério adotado por Sydenham et al. (1997): 1)
vermiformes, inclui os J, ndo alargados; 2) alargados, J, alargados em forma de salsicha; 3)
globosos, juvenis parcialmente globosos com caudas conicas; 4) adultos, fémeas adultas
totalmente globosas com ou sem massas de ovos. Paralelamente, parte do sistema radicular
de plantas inoculadas e ndo inoculadas foi submetida a analises quimicas para estudos

enzimaticos.

Padrdes protéicos e isoenzimaticos em plantas de A. purpurata parasitadas por M. incognita

Na extragdo das enzimas do tecido vegetal do sistema radicular, previamente lavado
com agua corrente, foi analisado 1,0 g de raizes de plantas infectadas por M. incognita. A
testemunha consistiu de plantas ndo inoculadas. Durante o processo de extracdo, as
amostras permaneceram a baixa temperatura, para evitar a desnaturacao de proteinas e,
conseqiientemente, perda da atividade enzimatica. A trituracao foi manual, com adi¢ao de
nitrogénio liquido, em almofariz de porcelana. Durante a trituragdo foi adicionada 0,5 g de
polivinilpirolidona (PVPP) para remover compostos fenolicos e aumentar a estabilidade
das enzimas. A solucdo extratora (sacarose (0,2 M), 2 g; PVP-40 (2,56 %), 2 g; EDTA (5
%), 1 g; 2-mercaptoetanol (0,2 %), 1 mL; e tampao Tris-HCI (pH 8,0) (trizma base (99,9
%), 12,11 g; acido cloridrico (37 %) para titular e 500 mL de 4gua destilada), 15 mL) foi
adicionada uma aliquota de 2,0 mL para proteger as enzimas contra efeitos de metabdlitos
secundarios liberados pela ruptura dos tecidos.

As placas de gel de poliacrilamida a 5 % AA/BIS (acrilamida e bis-acrilamida), foram
preparadas pela dissolu¢dao da acrilamida e bis-acrilamida na solugdo tampao tris-glicina,
pH 8,2. Foram cuidadosamente adicionados a mistura 0,1 mL de TEMED
(tetrametildiamina) e 2,8 mL de persulfato de amoénio a 1 %. Em seguida, vertida no molde

de vidro até a polimerizacao completa do gel. Este foi colocado numa cuba horizontal
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contendo tampao tris-glicina a 0,125 M, pH 8,2, fazendo-se uso de tecido perfex como
ponte de conexdo. Os extratos foram aplicados, individualmente, com auxilio de
micropipetas, empregando-se 20 uL. de cada amostra nas cavidades do gel, procedendo-se
em seguida a corrida eletroforética a 4 °C, mantendo a corrente constante em 10 mA,
durante quatro horas (Alfenas et al., 1991). O corante utilizado como marcador foi azul de
bromofenol.

A coloragdo para deteccdo de esterase foi realizada através da imersdo do gel, por uma
hora a 37 °C, em uma solugéo corante, preparada com tampao fosfato a 0,1 M, pH 6,5 (100
mL), alfa-naftil-acetato 1 % (0,05 g), fast blue (0,05 g), acetona (2,5 mL) e dgua destilada
(2,5 mL). Para a fixacdo das bandas, o gel foi imerso numa solu¢do preparada com metanol
(100 mL), 4cido acético (20 mL), glicerol (0,5 mL) e 4gua destilada (80 mL) (Alfenas et
al.,, 1991). Para deteccdo de fosfatase acida o gel de poliacrilamida foi incubado em
solugdo composta por: tampao acetato 50 mM, pH 5,5, 50 mL; B-naftilfosfato 4cido de
sodio 1 % em acetona 50 %, 1,5 mL; MgCl, 1M, 0,5 mL; e fast black K sal ou fast garnet
GBC sal® 50 mg, a temperatura de 30 °C por uma a cinco horas. Em seguida, a solucio foi
descartada ¢ o gel fixado em glicerol 10 %. Para deteccdo de peroxidase o gel de
poliacrilamida foi incubado em solu¢do composta por: tampao acetato de sodio 0,05 M pH
5,0 100 mL; 3-amino-9-etilcarbazole 50 mg, dimetilformamida (DMF) 5 mL, CaCl, 1 M 2
mL, H,O; (3 %) 6 mL; em auséncia de luz, por trés horas, a temperatura ambiente. Em
seguida, a solugdo foi descartada e o gel fixado em glicerol 10 %.

A secagem dos géis foi efetuada em condigdes normais de laboratorio, por um periodo
de 72 horas, colocando cada gel individualmente entre folhas de papel celofane, para
posterior elaboracdo dos zimogramas. A interpretacdo dos zimogramas foi realizada com
base no numero, intensidade da colora¢do e posi¢do das bandas das enzimas, no gel de

poliacrilamida. Para o célculo da mobilidade relativa (Rf) das bandas foi empregada a
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formula Rf = (d/D) x 100 (1), onde d= distancia percorrida pela molécula e D= distancia

percorrida pelo corante marcador.

Resultados e Discussao

Na determinacdo do estadio de desenvolvimento dos nematdides no interior das raizes de
alpinia, foi verificado que aos dois e quatro dias ap6s a inoculagdo os nematodides encontravam-se
no estadio vermiforme (juvenis de segundo estadio (J,) ndo alargados); aos oito dias apos a
inoculagdo os individuos apresentavam-se alargados (J, alargados em forma de salsicha), e aos 16
dias apo6s a inoculagdo, globosos (juvenis parcialmente globosos com caudas conicas). Fémeas
adultas globosas sem massas de ovos foram observadas 24 dias apds a inoculagdo.

O niimero médio de nematoides detectados no interior das raizes parasitadas foi de 197, 336,
88, 101 e 45 espécimes/ g de raiz) aos 2, 4, 8, 16 ¢ 24 dias apos a inoculacdo, respectivamente.

Todas as plantas de alpinia revelaram resposta isoenzimatica de esterase, fosfatase acida e
peroxidase, variando no entanto na intensidade e mobilidade relativa das bandas, considerando
plantas parasitadas ou ndao por M. incognita (Figura 1). Exsudatos de fitonematdides contém
celulases, amilases e pectinases, sendo esta ultima possivelmente uma ferramenta importante na
patogénese de fitonematoses, por atacar a parede celular e polimeros da lamela média. Além disso,
a formacao de proteinas induzidas pelo patégeno em plantas ¢ uma importante reagdo, a qual esta
relacionada tanto com a patogénese quanto com a resposta de defesa contra o patéogeno (Zinov’eva
etal., 2004).

Com relagdo a esterase, plantas de alpinia expressaram alta producdo desta enzima a partir do
quarto dia ap6s a inoculagdo, no entanto nao apresentaram variacdo quanto ao nimero e posicao de
bandas, praticamente localizadas na mesma regido do gel, sendo a intensidade fraca em plantas nao
parasitadas e média em plantas parasitadas exceto no 16° dia que apresentou intensidade forte na
inoculada (Figura 1A), embora pequena variacdo na mobilidade relativa tenha sido observada
(Tabela 1). Neste estudo, plantas de alpinia parasitadas por M. incognita expressaram resposta de

esterase pouco maior do que plantas ndo parasitadas, diferindo do observado por Montes et al.
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(2003) que verificaram maior expressdo enzimatica de esterase em plantas de trigo (Triticum
aestivum L.) resistentes em comparagdo com seus parentais suscetiveis, ap6s a infecgdo de raizes
por Heterodera avenae Wollenweber.

Em relagdo a fosfatase acida, plantas de alpinia expressaram resposta para esta enzima ja a
partir do segundo dia ap6s a inoculagdo, apresentando maior variagdo na intensidade (média a
forte), numero (uma a duas bandas) e posi¢cao de bandas, do que a esterase. A intensidade das
bandas indica a atividade da enzima, que se revelou fraca em plantas ndo parasitadas e forte em
plantas parasitadas, ocupando diferentes regides do gel (Figura 1B). A variagdo na mobilidade
relativa das bandas para esta enzima foi maior naquelas plantas sob influéncia do nematdide
(Tabela 1). Os resultados demonstram que plantas de alpinia quando parasitadas por M. incognita
desenvolvem alta expressdo de fosfatase acida, diferindo acentuadamente de plantas ndo
parasitadas. Alguns trabalhos t€ém demonstrado que a fosfatase acida pode ser um excelente
marcador, devido a sua atividade, para genes de resisténcia em plantas de tomate infectadas por M.
incognita (van Daelen et al., 1993; Zhong et al., 1999), no entanto ndo estd clara a participagdo
dessa enzima na patogénese ou resposta da planta.

Das enzimas estudadas, a peroxidase ndo se expressou em plantas sadias de alpinia, embora
plantas parasitadas expressassem fraca atividade desta enzima a partir do oitavo dia. A intensidade
das bandas foi a mesma em plantas com oito e 16 dias, ndo sendo mais observada a atividade da
peroxidase em plantas aos 24 dias apds a inoculagdo (Figura 1C). Nao houve variagdo na
mobilidade relativa das bandas para esta enzima (Tabela 1). Os resultados mostram que plantas de
alpinia quando parasitadas por M. incognita ndo desenvolvem ou apresentam fraca expressdo para
peroxidase. Em estudos conduzidos por Molinari (1991), isoperoxidases foram detectadas em
raizes de tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) resistente (cv. Rossol) e suscetivel (cv. Roma
VF), quando infectadas ou ndo por M. incognita, no entanto, a atividade destas enzimas foi
expressa de forma diferente nas cultivares. Todas as plantas apresentaram naturalmente produgao
de isoperoxidases quando ndo infestadas pelo nematoide, porém a infeccao pelo parasito aumentou

rapidamente a atividade destas enzimas na cultivar resistente, quando comparada com a suscetivel.
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Peroxidases estdo envolvidas na producdo de superoxido e peroxido de hidrogénio. Isoformas
de peroxidases estdo possivelmente envolvidas na indugdo dos mecanismos de defesa da planta. O
aumento evidente na producdo de espécies de oxigé€nio ativo ¢ um importante componente de
resposta da planta a diversos fatores de estresse, tais como ataque de fitopatdgenos, xenobiose,
0zonio, etc., sendo consideradas como antioxidantes que protegem as células contra os efeitos
danosos de peroxido de hidrogénio, embora, também possam atuar como oxidantes (Minibaeva &
Gordon, 2003).

Neste estudo ficou evidenciado que plantas de alpinia apresentaram elevada atividade para
fosfatase acida, enquanto fraca atividade foi expressa para esterase e peroxidase. As enzimas sdo
codificadas por diferentes alelos ou locos génicos distintos, possuindo, freqlientemente, atividades
e mobilidades diferentes, sendo estas diferencas atribuidas a variagdes na composicao de
aminoacidos ou no tamanho da molécula, o que, por sua vez, dependente da seqiiéncia de

nucleotideos do DNA (McDonald & McDermott, 1993).
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Figura 1. Zimograma dos padrdes eletroforéticos de esterase (A), fosfatase acida (B) e
peroxidase (C) em plantas de Alpinia purpurata infectadas (I) e nao infectadas (T) por
Meloidogyne incognita, aos 2, 4, 8, 16 e 24 dias apds a inoculagdo, em gel de

poliacrilamida.
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Tabela 1. Mobilidade relativa* das bandas de esterase, fosfatase acida e peroxidase, em
plantas de Alpinia purpurata infectadas (I) ¢ ndo infectadas (T) por Meloidogyne

incognita, aos 2, 4, 8, 16 e 24 dias apos a inoculagao.

Dias apos a inoculacio

Regido do gel 2 dias 4 dias 8 dias 16 dias 24 dias
I T I T I T I T I T
Esterase
1 - - 20,0¥ 10,0 20 - 16,0 16,0 14,0 12,0
2 - - - - - - - - - -

Fosfatase acida

1 25,0 26,7 33,3 21,66 350 1833 26,7 333 250 21,66

2 - - 45,0 - - - 35,0 - - -
Peroxidase

1 - - - - 16,7 16,7 16,7 - - -

2 - - - - - - - - - -

*Mobilidade relativa obtida pela formula: Rf = (d/D) x 100 (Alfenas et al., 1991). (-) Nao apresentou bandas.
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CONCLUSOES GERAIS

Os nematdides mais freqiientes associados a Zingiberales ornamentais (Etlingera elatior,
Zingiber spectabilis, Alpinia purpurata, Musa coccinea, Tapeinoquilos ananassae e Heliconia
spp.), em Pernambuco, pertencem aos géneros: Pratylenhus, Rotylenchulus, Meloidogyne,
Helicotylenchus e Criconemella.

O nematoéide das galhas de encontra disseminado em todas as areas de plantio de Zingiberales
visitadas no estado de Pernambuco.

Para monitorar flutuagdes populacionais dos géneros Pratylenchus, Rotylenchulus,
Meloidogyne, Helicotylenchus e Criconemella, em areas de plantio de zingiberales, sdo necessarias
pelo menos 11, 20, 10, 18 e 10 amostras, respectivamente.

As associagdes M. arenaria x E. elatior, Rotylenchulus sp. x A. purpurata, Heliconia spp. e
M. coccinia, e Criconemella sp. x A. purpurata constituem patossistemas em Pernambuco,
relatados pela primeira vez no presente estudo.

A aplicacdo de acibenzolar-S-metil reduziu as densidades populacionais, area abaixo da curva
da densidade populacional e fator de reprodugdo de M. incognita e ndo promoveu o aparecimento
de sintomas de fitotoxidez em plantas de bastdo do imperador.

A agdo do acibenzolar-S-metil mostrou-se mais relacionada com a producao de peroxidases do
que com a atividade de 3-1,3-glucanases em plantas de bastdo do imperador.

O estadio de desenvolvimento de M. incognita influencia a atividade enzimatica das plantas de
A. purpurata.

O parasitismo de M. incognita em alpinia acentua a expressdo izoenzimatica de esterase,
fosfatase acida e peroxidase.

A atividade da fosfatase acida foi maior que esterase e peroxidase em plantas de alpinia

infectadas por M. incognita.
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