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RESUMO GERAL

O Brasil é o maior produtor de cana-de-agUcar, no entanto, a regido nordeste, apresenta
baixa produtividade, quando comparada ao centro-sul do Pais. Essa baixa produtividade esta
relacionada a diversos fatores, abidticos e bidticos, entre estes os causados por fitonematoides.
Conhecer os efeitos do manejo atribuido a cana-de-aglcar nas condi¢des da Mata Norte de
Pernambuco sobre a dindmica das populacOes de fitonematoides, em particular Meloidogyne
sp. e Pratylenchus sp., atributos quimicos do solo, respostas enzimaticas e biométricas da planta
sdo fundamentais para compreensao das variacOes na atividade da populacao desses organismos
e consequentes efeitos na produtividade agricola. Os objetivos do presente estudo foram: 1)
observar mudancas sazonais e avaliar a relacdo entre comunidades de fitonematoides e
parametros das plantas em cana-de-agUcar; 2) avaliar as mudancas sazonais e as relacdes entre
os fitonematides Meloidogyne e Pratylenchus, os parametros de crescimento da planta e as
variacdes nos niveis das enzimas antioxidantes SOD e APX em diferentes densidades de
fitonematoides em cana-de-acucar em condi¢cGes de campo; 3) avaliar relacdes entre a
distribuicdo espaco-temporal dos nematoides endoparasitas Meloidogyne e Pratylenchus e
atributos biométricos, nutricionais e enzimaticos da cana-de-agucar (cana-planta e cana-soca).
O estudo foi conduzido em duas areas cultivadas com cana-de-agicar em manejo de sequeiro
situadas na Usina Olho D’agua, municipio de Camutanga, Pernambuco/Brasil. Os resultados
obtidos indicaram que abundancia de Meloidogyne e Pratylenchus, nutrientes de plantas e
parametros de crescimento em plantacGes de cana-de-acucar respondem diferentemente a
variacdo ambiental. Em geral, as populacdes de Meloidogyne e Pratylenchus foram
positivamente associadas aos parametros de crescimento da cana-de-agUcar, sugerindo que as
variedades plantadas em ambas as areas foram tolerantes a esses fitonematoides. Os resultados
sugerem também que a infeccdo da cana-de-acUcar por Pratylenchus e Meloidogyne esta
associada a um aumento da atividade da enzima SOD, destacando-se com um papel protetor
para reduzir o dano oxidativo na cana-de-agucar. Na area 1, os padrdes de distribuicdo espaco-
temporal de Meloidogyne sp. e Pratylenchus sp. diferiram conforme a época de amostragem,
tornando-se no geral mais homogéneos ao longo do tempo; o desenvolvimento da cana-soca na
area 2 foi prejudicado por regides de alta densidade populacional de Pratylenchus sp., as quais
coincidiram com regides de baixos teores de K e Mg.

Palavras-chaves: Enzimas oxidativas, nutricdo mineral, Meloidogyne, Pratylenchus,

Saccharum sp., distribuicdo espacial
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GENERAL ABSTRACT

Brazil is the largest producer of sugar cane, however, the northeast region has low
productivity, when compared to the center-south of the country. This low productivity is related
to several factors, abiotic and biotic, among them the ones caused by plant parasitic nematodes.
To know the effects of the management attributed to sugarcane in the conditions of the Northern
Pernambuco Forest on the dynamics of populations of phytonematoids, in particular
Meloidogyne sp. and Pratylenchus sp., soil chemical attributes, enzymatic and biometric
responses of the plant are fundamental for understanding the variations in the activity of the
population of these organisms and consequent effects on agricultural productivity. The
objectives of this study were: 1) to observe seasonal changes and evaluate the relationship
between nematode communities and parameters of plants in sugarcane; 2) evaluate the seasonal
changes and the relationship between fitonematides Meloidogyne and Pratylenchus, the growth
parameters of the plant and changes in the levels of antioxidant enzymes SOD and APX in
different densities of plant parasitic nematodes in sugarcane under field conditions; 3) evaluate
relations between the spatial-temporal distribution of endoparasites nematodes Meloidogyne
and Pratylenchus and biometric attributes, nutritional and enzymatic of sugarcane (cane plant
and ratoon cane). The study was conducted in two areas cultivated with sugarcane in dryland
management located at the Olho D'agua Plant, in the municipality of Camutanga, Pernambuco
/ Brazil. The results indicated that abundance of Meloidogyne and Pratylenchus, plant nutrients
and growth parameters in sugarcane plantations respond differently to environmental variation.
In general, populations of Meloidogyne and Pratylenchus were positively associated with
growth parameters of sugarcane, suggesting that the varieties planted in both areas were tolerant
to these nematodes. The results also suggest that sugar cane infection by Pratylenchus and
Meloidogyne is associated with an increase in the activity of the SOD enzyme, with a protective
role to reduce oxidative damage in sugarcane. In area 1, the spatial-temporal distribution
patterns of Meloidogyne sp. and Pratylenchus sp. differed according to the time of sampling,
becoming in general more homogeneous over time; The development of sugarcane in area 2
was affected by regions of high population density of Pratylenchus sp., which coincided with

regions with low levels of K and Mg.

Keywords: Oxidative enzymes, mineral nutrition, Meloidogyne, Pratylenchus, Saccharum sp.

spatial distribution
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DINAMICA DE FITONEMATOIDES, RESPOSTAS NUTRICIONAIS E
ENZIMATICAS DA CANA-DE-ACUCAR

INTRODUCAO GERAL
1. Aspectos gerais da cana-de-agucar

A cana-de-agUcar (Saccharum spp. L.) é uma planta semi perene, de clima tropical e
subtropical (VIDAL; TREZZI, 2011), pertencente a divisdo Magnoliophyta, classe Liliopsida,
subclasse Commilinidae, ordem Cyperales, familia Poaceae. Desenvolve-se em forma de
touceira, sendo composta por duas partes, a externa formada por colmos, folhas, inflorescéncias
e frutos (DIOLA; SANTOS, 2012), e parte subterranea onde se encontram raizes e rizoma,
essas Ultimas responsaveis pela constituicdo dos perfilhos na touceira (MOZAMBANI et al.,
2006).

E uma graminea com desenvolvimento em dois ciclos, o que se inicia com o plantio da
muda e se encerra com 0 primeiro corte é chamado de cana-planta; os demais, que comecam
apos o primeiro corte, sdo denominados ciclos da soqueira, ou canas-socas. O ciclo da cana-
planta dura geralmente de 12 a 18 meses, enquanto o da cana-soca dural2 meses (CONAB,
2015).

O ciclo da cultura é constituido em quatro estadios. O primeiro estadio, representado
pela brotacéo e estabelecimento da planta, caracteriza-se por ser uma fase de crescimento lento,
com ritmo dependente da variacdo de umidade do solo, podendo levar de 20 a 30 dias para a
ocorréncia da brotacdo. O segundo estadio € de perfilhamento, tem inicio em torno de 40 dias
apos o plantio, podendo ter duracéo de até 120 dias. O terceiro estadio, crescimento dos colmos,
tem inicio aos 120 dias apds o plantio ou corte e possuindo duracdo de até 270 dias, em um
cultivo de 12 meses. Este é o estadio primordial do cultivo, pois é durante esse periodo que ha
acumulo de 75% da matéria seca total. O quarto estadio, representado pela maturacdo dos
colmos, apresenta reducdes nas taxas de crescimento da planta e aumento no acimulo de
sacarose nos colmos, tem inicio de 270 a 360 dias ap0s o plantio, perdurando por até seis meses
(DIOLA; SANTOS, 2012).

A cana-de-aguUcar apresenta alta taxa fotossintética e eficiéncia na utilizacdo do gas
carbdnico (CO2) da atmosfera, caracterizando-se como uma planta de ciclo C4 (SEGATO et
al., 2006). O acumulo de sacarose nos colmos ocorre, durante o seu desenvolvimento, na fase

de maturacdo. Os mecanismos fisiologicos que ocorrem na planta durante esta fase é de grande
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interesse para oferecer ferramentas para a selecdo e desenvolvimento de variedades mais
produtivas (WATT et al., 2014)

Mundialmente a cana-de-aclcar destaca-se pela relevancia no comércio global de
produtos agricolas e, no Brasil, pelo importante papel econémico e social (MORAES et al.
2015), onde tem sido usada para a producéo de acucar e etanol (DIAS et al., 2014). Esse setor
produtivo se destaca tanto no mercado interno brasileiro quanto no externo em funcdo da
necessidade de alternativas energéticas sustentaveis e de menor impacto sobre as mudancas
climaticas (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011; OCTAVIANO, 2011).

A conscientizacdo para a reducdo das substancias responsaveis pelo efeito estufa e o
aumento na demanda mundial por energia renovavel e menos poluente que o petréleo, tornou
necessario diversificar a matriz energética do mundo. Com isso, a cultura canavieira assumiu
um papel importante na matriz energética nacional e internacional, ja que contribui com uma
reducdo liquida de 46,6 milhdes de toneladas de gas carbbnico e, consequentemente, na redugdo
do efeito estufa (FARINA et al., 2013).

Outro ponto importante a ressaltar € a posicéo de lider mundial da producéo de cana-de-
acucar ocupada pelo Brasil, seguido pela india e Australia. Com cerca de 8,5 milhdes de
hectares cultivados e producdo anual é 642,1 milhdes de toneladas, configurando uma
produtividade média de 65 t ha'*, o Brasil responde por quase um ter¢o da produgio mundial
total. O Estado de Sdo Paulo é o maior produtor, com 51,7% da area plantada, seguido por
Goias, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Parana, Alagoas e Pernambuco, respectivamente
(9,8%, 8,9%, 7,5%, 6,8%, 4,3% e 3%). A regido Nordeste se destacou com producao de 22,28
milhdes de toneladas na safra 2014/15, no entanto, Pernambuco ficou abaixo da média nacional,
com produtividade de 52 t ha* (CONAB, 2015).

Vaérios fatores podem influenciar na reducdo de produtividade da cultura, destacando-
se, entre os fatores abioticos, os disturbios fisiolégicos, ambientais e deficiéncias nutricionais,
e, entre os bioticos, os diferentes grupos de fitopatdgenos (fungos, bactérias, virus e
nematoides) (CADET et al., 2004). Outro fator na reducdo da produtividade sdo as grandes
areas de producdo em monocultivo que podem favorecer ao surgimento de pragas e doengas,

levando a niveis de danos consideraveis para a economia (GASSEN, 2010).
2. Fitonematoides associados a cultura da cana-de-agucar

Sé&o vérias as espécies de fitonematoides que causam danos potenciais a cultura de cana-
de acucar (MAQBOOL; HASHMIN, 1987). Dentre as economicamente importantes e
consideradas espécies-chave, em fungdo das altas populag¢Ges e consequentes danos, destacam-
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se Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood, M. incognita (Kofoid & White) Chitwood e
Pratylenchus zeae Grahan (DINARDO-MIRANDA, 2010). Quando as variedades plantadas
sdo susceptiveis, as perdas na produtividade variam entre 20 e 40% em cana-planta, e,
consequentemente, também € reduzido a produtividade da soqueira, interferindo na
longevidade do canavial (DINARDO-MIRANDA, 2008). Em areas de solo com baixo
rendimento agricola, os danos ocasionados por esses fitonematoides sdo mais severos, podendo
aumentar os impactos ambientais em decorréncia do uso dos nematicidas, ou inviabilizar o
cultivo, provocando o abandono das areas infestadas (CHAVES et al., 2007).

O sistema de monocultura é um dos principais fatores atribuidos a elevada incidéncia
dos fitonematoides. Nesse sistema, ha poucos meses destinados ao pousio (periodo entre a
remocao da soca e o replantio) e, na época de renovacdo, predominam tanto a auséncia de
rotacdo de cultura com outras espécies, como a nao retirada dos restos culturais anteriores, o
que contribui para o aumento das populacdes de fitonematoides (CADET; SPAULL, 2005) e,
consequentemente, reducédo da produtividade (ROSSI; LIMA, 2007).

A patogenicidade desses organismos é resultante da acdo direta sobre a planta
hospedeira, que pode ser agravado por fatores bioticos e abioticos (BIRCHFIELD, 1984). Os
fitonematoides reduzem a produtividade da cultura ao causar danos as raizes, de onde extraem
nutrientes para o seu crescimento e desenvolvimento. Também injetam toxinas no sistema
radicular da planta provocando deformacfes nas raizes, como galhas, tornando-as pouco
desenvolvidas e incapazes de realizar normalmente suas funcdes, como absorcdo de agua e
nutrientes, que s&o essenciais para o ciclo de vida da cultura (DINARDO-MIRANDA, 2010).

Os impactos a economia por incidéncia de fitonematoides podem mudar em funcéo da
espécie; do ciclo da cultura, da velocidade de crescimento das raizes, multiplicacdo da
populacdo do fitonematoides e tolerdncia da variedade ao estresse hidrico e nutricional, em
consequéncia a doenca (MACEDO et al., 2011).

Como os efeitos negativos do parasitismo de fitonematoides em cana-planta aparecem
posteriormente nas soqueiras subsequentes, a adocdo de medidas que causem redugdo das
populacdes dos fitonematoides na area, antes do estabelecimento do novo canavial, é de suma
importancia para 0 manejo da doenga e sucesso no controle (MACEDO et al., 2011). Todavia
em face das caracteristicas inerentes aos fitonematoides, o controle torna-se muito complexo,
pois, apods a infestacdo da area, a erradicacdo € praticamente impossivel. Dessa forma, medidas
preventivas devem ser tomadas evitando a entrada destes microrganismos em areas onde ainda
néo estejam presentes (FERRAZ et al., 2010).
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Entre as medidas de controle adotadas para reduzir as populac¢des de fitonematoides em
cana-de-agucar, o uso de variedades resistentes ou tolerantes € o mais pratico e econémico
(DINARDO-MIRANDA et al., 2008). No entanto, sdo raras as variedades em cultivos
resistentes ou tolerantes a pelo menos uma das espécies de fitonematoides de importancia
econbmica (DIAS-ARIEIRA et al., 2010). Relatos indicaram resisténcia de SP70-1143 a M.
javanica (NOVARETTI; NUNES JUNIOR; NELLI, 1981) e de SP89-1115 a M. incognita
(BARBOSA, 2008); para Pratylenchus sp., somente a variedade IAC77-51 foi considerada
tolerante, segundo critério de Dropkin e Nelson (1960) (DINARDO-MIRANDA, 2006).

2.1 Meloidogyne sp.

Na cultura da cana-de-aclcar, o ataque de fitonematoides compromete o sistema
radicular, tornando-as pobres em raizes secundarias e consequentemente reduzindo
consideravelmente a absorcdo de agua e nutrientes necessarios para 0S Seus processos vitais.
Essas plantas tornam-se menores, raquiticas, cloréticas, murchas nas horas mais quentes do dia
e menos produtivas e em condi¢des de campo, pode ser observado reboleiras de plantas menores
e manchas cloroticas entre outras de porte e coloracdo aparentemente normais (DINARDO-
MIRANDA, 2008).

Meloidogyne javanica e M. incognita sdo espécies do género Meloidogyne com
destaque entre os fitonematoides responsaveis por baixos rendimentos na canavicultura
brasileira (CADET; SPAULL, 2005). Essas espécies completam seu ciclo de vida em trés a
quatro semanas. As fémeas colocam cerca de 400 ovos, protegidos por uma massa gelatinosa,
gue geralmente ficam no interior das raizes, sdo endoparasitas sedentarios e se reproduzem por
partenogénese mitotica obrigatoria (MACEDO et al, 2011).

Tal condicéo traz importantes implicacdes, pois ndo ha necessidade do macho para a
formag&o dos ovos, e isso representa vantagem tanto em fungé@o da economia de energia que
seria gasta na busca do parceiro sexual, como pela auséncia do mesmo. Dessa forma as
populacdes sdo constituidas normalmente apenas por fémeas por sucessivas geracdes, 0S
machos normais ou sexualmente revertidos aparecem apenas eventualmente, no geral quando
sob condicdes de estresse nutricional (LEROI et al., 1998).

O ciclo de vida inicia-se com um ovo, normalmente no estadio unicelular, depositado
pela fémea que se encontra no interior da raiz. Nesse estadio as fémeas sdo brilhantes e
globosas, apresentando corpo obeso, aberrante. O desenvolvimento do ovo comeca em Seu
interior até a total formacao do juvenil, este periodo é chamado de primeiro estadio juvenil ou

J1. A primeira ecdise ocorre dentro do ovo e o juvenil de segundo estadio, J2, de onde emergem
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vermiformes madveis que migram pelo solo até localizar e penetrar a raiz da qual ira se alimentar,
sendo esta procura ao acaso, e 0 J2 € guiado por muitas substancias exsudadas da raiz do
hospedeiro. No interior destas, na periferia do cilindro vascular, eles injetam toxinas que
iniciam a formacdo de um tecido diferenciado, designado nutridor por onde irdo se alimentar.
Ao se fixar, para iniciar a alimentacdo, a parede celular é puncionada com o estilete e ha a
injecdo de secre¢des por suas glandulas esofagianas que causam o alargamento das células do
cilindro vascular. Isso leva a constitui¢do das chamadas “células gigantes” devido ao aumento
celular (hipertrofia). Também ocorre uma intensa multiplicacao celular (hiperplasia) em torno
da regido do corpo do juvenil. Estas mudancas sdo acompanhadas, normalmente, pelo
engrossamento das raizes, originando distintas galhas. Enquanto as células gigantes e galhas
estdo se formando, o juvenil vai crescendo e torna-se sedentario. O J2 sofre uma série de
transformacdes, dando origem aos estadios juvenis J3 e J4 e, finalmente, aos adultos macho e
fémea (TIHOHOD, 2000).

Em cana-de-acgUcar, as toxinas injetadas pelos juvenis geram reagdes de hipertrofia e
hipertrofia no cértex, das quais resultam tipicos engrossamentos nas raizes, referidos como
galhas que se estruturam essencialmente nas pontas das raizes ou proximos a elas. Na parte
aérea, os sintomas reflexos sdo o nanismo ou enfezamento das plantas, geralmente associados
a clorose foliar. Nos colmos, o comprimento dos internddios apresenta-se menor que o normal.
Devido a distribuicdo irregular dos fitonematoides no solo, esses sintomas ocorrem em areas
delimitadas, conhecidas como “reboleiras” (MACEDO et al., 2011).

2.2 Pratylenchus sp.

O género Pratylenchus possuem espécies polifagas, embora com demasiada preferéncia
por poaceas (gramineas), esta largamente disseminado nos canaviais brasileiros. Quando em
condicdes favoraveis, o ciclo bioldgico tem duracdo aproximada de trés semanas, a depender
de fatores ambientais e da reproducdo por partenogénese mitética obrigatéria (machos ndo sdo
necessarios e aparecem raramente). As espécies de Pratylenchus apresentam habito
endoparasita migrador, onde as fémeas depositam seus ovos (em média 50 a 80), geralmente
dentro das raizes atacadas (MACEDO et al., 2011). O género Pratylenchus engloba mais de 60
espécies descritas, e é considerado mundialmente o segundo grupo de fitonematodide mais
importante, sendo superado somente por Meloidogyne. O fitonematdide Pratylenchus zeae
parasita comumente gramineas, cultivadas ou invasoras, e € comumente encontrado em cana-
de-agucar (TIHOHOD, 2000).
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O ciclo de vida compreende seis estadios: 0 ovo, quatro estadios juvenis (J1 a J4) e a
forma adulta. A primeira ecdise acontece ainda dentro do ovo, e juvenis de segundo estadio J2
eclodem e iniciam a alimentacdo. Todas as fases de juvenis a adulto séo vermiformes e a partir
de J2 podem se mover até as raizes, migrando para o solo quando as condi¢cfes das raizes se
tornam desfavoraveis (FERRAZ, 2010).

Os sintomas mais comuns causados por Pratylenchus spp. na cultura séo lesbes
necroticas, de tonalidade avermelhada, que apo6s a colonizacdo por fungos de solo ficam
enegrecidas (MACEDO et al., 2011). Os sintomas reflexos assemelham-se muito aos do género

Meloidogyne e, com frequéncia, ocorrem em reboleiras (MACEDO et al., 2011).

3. Relacao entre fitonematoses e nutrientes minerais da cana-de-acucar

A nutricdo representa um importante fator na ocorréncia de doencas de plantas, entre
estas as causadas por fitonematoides. A aplicacdo de nutrientes pode interferir no ciclo de vida
do fitonematoide e aumentar a resisténcia da planta, dificultando a penetracdo e o
desenvolvimento desses organismos (FERREIRA et al., 2012). Os fertilizantes minerais podem
reduzir a populagdo de nematoides por favorecer antagonistas ou liberar substancias tdxicas,
podem atuar de diferentes maneiras sobre os varios grupos de nematoides, dependendo da
planta hospedeira, das condi¢des em que é aplicado e ainda da espécie de nematoide envolvido
(FERRAZ et al., 2010). A resisténcia das plantas aos nematoides pode ainda ser favorecida pelo
efeito da nutrigdo mineral sobre as estruturas anatdmicas da planta como, por exemplo,
modificacdo da espessura das células epidérmicas e da cuticula, parede celular com maior ou
menor grau de salificacdo, suberizacéo e lignificacdo (MARSCHNER, 1997).

Os niveis inadequados de nutrientes nas plantas podem ser acarretados pelos danos
causados por nematoides no sistema radicular. Por isso, a composi¢do mineral das plantas
parasitadas por fitonematoides, em sua maioria, difere da composicao de plantas sadias. Essas
alteracdes ndo seguem um padrao, podendo ocorrer, em alguns casos, a diminuicdo ou acumulo
ou, ainda, permanecerem inalterados os teores de determinados nutrientes (HUSSEY, 1985),
ocorrendo alteragdes tanto na composi¢cdo mineral como organica dos tecidos das plantas
parasitadas (WANG; BERGESON, 1974).

As alteragdes nas plantas podem manifestar-se tanto em tecidos da parte aérea como em
tecidos radiculares (MACDONALD, 1979). Santos (1981) avaliou o efeito de diferentes
concentragdes de inoculo de Meloidogyne exigua Goeldi sobre a absorcéo de N, P, K, Cae Mg
em mudas de cafeeiro e observou que com o aumento da quantidade de inoculo, a absorcao de

N e Ca pela planta foi reduzida, enquanto a absor¢do dos demais nutrientes ndo foi alterada,
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constatando que a presen¢a do nematoide em alta concentragdo no solo interferiu na absorgédo
de determinados nutrientes pela planta.

Com os estudos destinados a avaliar os efeitos da nutricdo de plantas sobre a populacao
dos fitonematoides, pesquisadores tém buscado respostas usando a abordagem oposta, ou seja,
avaliando os efeitos de fitonematoides na nutricdo de plantas (HEFFES et al., 1992;
HURCHANIK et al., 2004). Hurchanik et al. (2004) observaram que a infeccdo em plantacédo
de café por Meloidogyne konaensis Eisenback, reduziu significativamente a absorcdo de
manganés e cobre pelo sistema radicular. De modo geral, quanto melhor o estado nutricional
da planta, mais tolerante ela ficard ao parasitismo dos fitonematoides. Em goiabeiras, o
parasitismo do Meloidogyne enterolobii Yang & Eisenback altera significativamente o estado
nutricional da planta, esta absorve menos calcio e magnésio, acumula manganés e apresenta
deficiéncia acentuada dos nutrientes nitrogénio, fosforo e potassio (GOMES et al., 2008). Em
cana-de-acucar, a severidade da meloidoginose em solos arenosos, causada por M. incognita
raca 1, diminuiu significativamente com a maior disponibilidade de macronutrientes (ASANO,
MOURA, 1995).

Sintomas de deficiéncia nutricional em plantas é a expressdo de distarbios metabdlicos
resultantes do suprimento insuficiente de um ou mais elementos essenciais. Tais perturbacdes
estdo relacionadas as funcbes desempenhadas pelos nutrientes no metabolismo e no
funcionamento normal da planta (TAIZ; ZEIGER, 2013). Esses nutrientes podem ter maior
importancia sobre algumas doencas em relacGes a outras, dessa maneira, um determinado
nutriente é capaz de ter diferentes impactos sobre diversas doencas em ambientes distintos
(ZAMBOLIM; VENTURA, 2012).

Quando ocorre a fertilizacdo com solos infestados com fitonematoides, a planta
hospedeira pode aumentar sua resisténcia, dificultando a penetracdo e o desenvolvimento dos
nematoides (ZAMBOLIM et al., 2005). Muitas vezes a fertilizacdo além da funcdo de nutrir a
planta hospedeira, parece compensar, de algum modo, a acdo parasitica dos nematoides, 0s
quais, geralmente, tendem a agravar os sintomas de caréncia nutricional (BONETI et al., 1982).

Entre os nutrientes, o Calcio (Ca) é essencial nos processos vitais em plantas. Em termos
quantitativos, este é o nutriente predominante no apoplasto, onde tem a funcdo de interligar
cadeias de pectina conferindo-lhes sua estabilidade. E um elemento essencial para a integridade
da membrana plasmatica da celula de plantas (EPSTEIN; BLOOM, 2004). Assim como 0S
outros nutrientes, o Ca deve estar presente em quantidade suficiente no solo, uma vez que,
plantas deficientes de Ca sdo mais suscetiveis ao ataque de fitonematoides (HURCHANIK et
al., 2003).
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Estudos mostram a eficiéncia do nutriente na reducéo de populagdes de fitonematoides.
Segundo Mohamed e Youssef (2009), a aplicacdo de carboneto de célcio (CaC>) foi eficaz na
reducdo do numero de galhas, massas de ovos e juvenis de M. incognita em
abobrinha (Cucurbita pepo var. Melopepo), e independente da concentragdo usada, aumentou
o rendimento da cultura. Oliveira et al. (2012) ao avaliar o efeito de diferentes doses de silicato
de calcio e magnésio sobre a reproducdo de M. javanica e sobre o desenvolvimento de mudas
de bananeira Prata-And, observaram que a reproducdo do fitonematoide foi afetada com as
aplicacdes das diferentes doses e ainda proporcionou um incremento na materia seca do rizoma.

No entanto, a forma na qual o Ca é o mais amplamente usado consiste de calagem que
esta diretamente ligado para o pH do solo. Rocha et al. (2006) avaliaram o efeito de doses de
Ca sobre a populacéo de Heterodera glycines em raizes de soja e descobriram que o nimero de
fémeas caiu quando as doses de calcio foram aumentadas até 3.039 t/ha-l. Os autores
concluiram que o aumento da oferta de célcio impulsionou a resisténcia das células, reduzindo
ainfeccdo da raiz pelo nematoide. Dutra et al. (2004) também relataram uma reducéo no nimero
de galhas e ovos de uma série de espécies de Meloidogyne em feijoeiro (Phaseolus vulgaris L),
tomateiro (Solanum lycopersicum L.) e cafeeiro (Coffea sp.) tratado com silicato de calcio.

O fésforo (P) € essencial para o crescimento das plantas e também pode influenciar nas
doencas causadas por fitonematoides (FERRAZ et al., 2010). As plantas com niveis elevados
de fosforo liberam menos exsudatos de raizes e, dessa forma, sdo menos atraentes para
fitonematoides, diminuindo a incidéncia da doenca (MARSCHNER, 1997). Além disso,
quando em niveis adequados de fésforo (ZAMBOLIM et al., 2005), o aumento na sintese de
proteinas, a melhor atividade de células e a producdo mais intensa de polifendis e peroxidase
(WANG; BERGESON, 1974) resultam em plantas mais resistentes aos nematoides.

Alguns estudos também demonstram a eficiéncia da aplicacdo de fontes de fosforo. Em
um estudo realizado por Dias-Arieira et al. (2012), fosfito de potassio foi eficaz na reducdo da
populacdo de P. brachyurus em milho. Neste caso, a sua eficacia foi relacionada com a sua
capacidade de estimular os mecanismos de defesa da planta, tal como a producéo de fitoalexinas
(DERKS; CREASY, 1989). De forma semelhante, Oka et al. (2007), também estudou os efeitos
do fésforo, ao testar o fosfito de potassio, concluiu que ao aplica-lo na parte aérea esse foi eficaz
no controle Heterodera avenae Wollenweber e M. maryland Jepson e Goldi tanto para o trigo
e quanto para a aveia. Este resultado é atribuivel a capacidade para translocar fosfito ao longo
do xilema e floema da planta (QUIMETTE; COFFEY, 1990).

O potassio (K) € o mineral mais abundante nas plantas e esta presente em concentragdes

elevadas no citosol e vactolo, como um ion livre (K*). Além de ter um papel importante na
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ativacdo enzimatica (mais de 60 enzimas), K também participa da neutralizagdo de &nions e
possui potencial de manutencdo de membrana (EPSTEIN; BLOOM, 2004).

E provavel que a nutricdo adequada de plantas com K ajude a reduzir a incidéncia da
doenca devido a um aumento da resisténcia a penetracdo e o desenvolvimento de agentes
patogénicos (HUBER; ARNY, 1985; PERRENOUD, 1990). Além disso, é considerado o
nutriente que tem a maior influéncia sobre as doengas (PERRENOUD, 1990). O aumento na
resisténcia da planta na presenca de fontes abundantes de K é devido, principalmente, ao
aumento da espessura da parede das células epidérmicas, levando ao aumento da rigidez
estrutural de tecidos e desempenhando um papel essencial em muitas reagfes metabdlicas em
plantas, que regulam o funcionamento estomatico e promove a répida recuperacdo do tecido
lesado, por causa da acumulacdo de fitoalexinas e fenodis em torno do local da infeccédo
(HUBER; ARNY, 1985).

Os efeitos do K sobre as doencas de plantas sdo muito variaveis, e podem ser afetados
em decorréncia de alguns fatores como: a quantidade e fonte de K do agente fitopatogénico
envolvido (WANG et al., 2013), a sua disponibilidade no solo, a interacdo com outros
nutrientes, as condi¢es ambientais e a suscetibilidade da planta. Por isso, nem sempre ele deve
ser associado a reducdo da intensidade de doencas de plantas. Por outro lado, mesmo na
presenca de fitopatdgenos, o K pode aumentar a producdo de plantas infestadas com doencas
causadas por fitonematoides (PERRENOUD et al., 1990).

Quando a concentracdo de K aumenta na planta, diminui a competicdo interna dos
agentes fitopatogénicos por recursos nutricionais, conforme Holzmueller et al. (2007). Este
estado nutricional permite que as plantas aloquem mais recursos no desenvolvimento de paredes
celulares mais fortes para a prevencdo da infeccao pelo patdgeno e para obter mais nutrientes a
serem utilizados na sua defesa e reparacdo de danos (MENGEL, 2001).

O K pode influenciar a taxa de eclosdo dos nematoides, podendo ser inibida a ecloséo
de juvenis. Pesquisadores afirmaram que, sob condi¢fes de campo, determinados ions presentes
na solucdo do solo podem influenciar a eclosdo de juvenis de nematoides (CLARK;
SHEPHERD, 1966). Salgado et al. (1997), observaram que silicato de potassio (K2SiOa)
apresentou efeito prejudicial a eclosdo de juvenis de M. exigua.

A caréncia de K no solo pode levar as plantas a uma maior suscetibilidade ao ataque de
nematoides. Barbosa et al. (2010) avaliaram o uso de fertilizantes de K (doses simples e
multiplas) sobre as populagdes de H. glycines em cultivares de soja resistentes e suscetiveis e
observaram que o aumento das doses de potassio reduziu o nimero de fémeas no sistema

radicular e o fator de reproducdo do nematoide no cultivar suscetivel. Da mesma forma, em
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trabalho realizado por Pinheiro et al. (2009), doses de K influenciaram significativamente o
namero de cistos, ovos e fémeas por sistema radicular e o fator de reprodugdo de H. glycines
em soja. Esta reducdo pode ser resultado da interferéncia do K na recepcdo do sinal pela
membrana celular, gerando a diminui¢ao no nimero de sincicios (BARBOSA et al., 2010).

Fertilizantes a base de K também reduziram a multiplicacdo de M. exigua em Coffea
arabica L. (SANTOS, 1978). Por outro lado, este tipo de fertilizante impulsionou o aumento
populacdes de Tylenchulus semipenetrans Cobb em Citrus aurantium L. (BADRA; YOUSIF,
1979), e Rotylenchulus reniformis Linford & Oliveira em algoddo (PETTIGREW et al., 2005),
esse resultado foi atribuido ao crescimento mais forte do sistema radicular da planta.

A aplicacdo equilibrada de macro e micronutrientes ao solo € a melhor forma de garantir
que a cultura suporte os danos causados por fitonematoides. A adubacao por si s6, ndo controla
os fitopatdgenos, no entanto, os fertilizantes devem ser usados inicialmente para nutrir a planta,
e integrado a métodos mais eficazes de controle (FERRAZ et al., 2010).

Ainda existem poucos estudos sobre a influéncia da nutricdo mineral sobre doencgas
causadas por fitonematoides e alguns dos estudos existentes ndo solucionam 0s mecanismos
pelos quais 0s nutrientes reduzem a populacgéo de fitoparasitas. Em algumas interacdes planta-
fitonematoide, o acumulo de celulose, lignina e outros elementos provocados pela nutricdo das
plantas conferem resisténcia do hospedeiro aos fitonematoides. No entanto, ha muitos
resultados contraditérios e numerosos processos para 0s quais ainda ndo temos respostas
(SANTANA-GOMES et al., 2013).

De forma geral, os nutrientes podem direta ou indiretamente predispor plantas ao ataque
de agentes fitopatogénicos. Eles podem reduzir ou aumentar a gravidade da doenca, afetar o
meio ambiente para atrair ou impedir patégenos e também induzir a resisténcia ou tolerancia na
planta hospedeira (ZAMBOLIM et al., 2001; AGRIOS, 2005). E importante saber que se um
nutriente é essencial para uma espécie de planta, ele deve ser fornecido em proporcao
equilibrada com os outros nutrientes essenciais, pois a deficiéncia pode agravar a doenca
(ZAMBOLIM et al., 2001). A aplicacdo de fertilizantes pode, parcialmente, compensar 0s
danos induzidos pelos fitonematoides, e estimular o desenvolvimento da planta (FERRAZ et
al., 2010). Estudos demonstraram que a aplicacdo de macronutrientes em cana-de-agucar reduz
a gravidade da doenca causada por Meloidogyne spp., permitindo que a planta se desenvolva
normalmente (ASANO; MOURA, 1995).
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4. Atividade enzimatica das plantas sob estresses bioticos e abidticos

As plantas passam constantemente por inumeros estresses ao longo do ciclo de vida,
seja em virtude das oscilacdes severas de temperatura, umidade, radiacéo solar, seja devido a
ataques de patdgenos, entre outros. O estresse sofrido estimula diferentes respostas nas plantas,
desde alteracbes na expressdao génica e metabolismo celular até variagdes na taxa de
crescimento e producédo de biomassa (TAIZ; ZEIGER, 2013).

No entanto, as plantas articulam respostas de defesa de forma a superar tais estresses e
retornar ao seu metabolismo normal, modificam a constituicdo de compostos moleculares,
como um mecanismo de resposta, onde muitas dessas alteracbes podem estar relacionadas
diretamente com a defesa e protecdo da planta. Essas condi¢fes sdo vistas como uma
capacidade adquirida ao longo do processo evolutivo, quando os vegetais desenvolveram
mecanismos de resposta contra danos e doencas que ao serem demandados, reconhecem a
agressédo (DE WIT, 2007).

Esses mecanismos de defesa podem ser de natureza passiva ou pré-existente e ativa ou
induzida. Os mecanismos de natureza passiva envolvem barreiras estruturais ou reservatérios
de compostos antimicrobianos estrategicamente posicionados que previnem a colonizacdo dos
tecidos como cuticula, tricomas e estdbmatos. O mecanismo de defesa induzida inclui a resposta
de hipersensibilidade (RH); a producdo de fitoalexinas e proteinas, relacionadas a patogénese
(PR); a reativa de nitrogénio (ERN), conhecido como “explosdo oxidativa”; a lignificagdo,
fortalecimento da parede celular através da deposicdo de proteina; a caloses e producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) (ALMAGRO et al., 2009; AMORIM et al., 2011).

As EROs sdo formas reduzidas de oxigénio atmosférico e estdo presentes na maioria
dos sistemas biologicos. A sua ocorréncia verifica-se de forma natural em grande parte das
células eucaridticas porque o metabolismo energético é dependente do uso de oxigénio
secundario provenientes da fotossintese e da respiracio (EAUX; TOLEDANO, 2007).

As plantas tém a capacidade de produzir as espécies reativas de oxigénio (EROs)
resultante do seu metabolismo aerdbico. A exposicdo das plantas a condi¢cBes ambientais
desfavoraveis aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio, causando o estresse
oxidativo (MOLLER; SWEETLOVE, 2010). O estresse oxidativo é consequéncia de um
desequilibrio entre a producdo e retirada de EROs. As EROs sdo moléculas extremamente
reativas e podem causar danos metabdlicos irreversiveis, como a peroxidacdo de lipidios, 0s
danos nas membranas celulares e a degradacdo de proteinas, que podem acarretar a

inviabilidade celular e causar danos drasticos ao desempenho e produtividade vegetal (FOYER;
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NOCTOR, 2009). A producédo dos EROs é uma das principais respostas bioquimicas das células
a estresses bidticos e abidticos, conforme Nguyen et al. (2009).

Espécies de plantas e cultivares dentro de uma espécie sdo diferentes em sua resposta
ao ambiente estressante. As plantas com altos niveis de antioxidantes, constitutiva ou induzida,
tém uma maior resisténcia ao dano oxidativo, de acordo com Siringam et al. (2011). Trabalhos
sugerem que a extensdo de dano celular oxidativo em plantas expostas ao estresse é controlado
pela capacidade de seus sistemas antioxidantes (BHATTACHARJEE, 2010).

Espécies reativas de oxigénio, como o radical superoxido (O2"), peroxido de hidrogénio
(H20>) e radical hidroxila (OH), ocorrem no metabolismo celular. No entanto, quando a planta
é submetida a condicOes de estresse, de natureza biotica, apdés o reconhecimento de um
patdgeno pela planta (TORRES; DANGL, 2005) ou abiotica, a producdo destes radicais se
eleva e, quando isso ocorre, tornam-se citotoxicos ao reagirem com outras moléculas, podendo
ocasionar danos ao metabolismo normal, pois sdo capazes de causar danos oxidativos a lipidios,
proteinas e &cidos nucléicos. Essa reacdo acarreta mudancas na permeabilidade seletiva de
biomembranas (DE GARA et al., 2003) e alteracfes na atividade de enzimas relacionadas a
membrana (DEL RIO et al., 2006).

O estresse oxidativo provoca a biossintese de componentes antioxidantes e eleva a
atividade de enzimas que evitam a oxida¢do, com isso, quando a planta é submetida ao estresse,
pode ocorrer a supressao de algumas atividades antioxidantes, auxiliando para um aumento de
EROs (FOYER; NOCTOR, 2009). Para sua prépria protecdo contra estes efeitos toxicos
intermediarios de oxigénio, as células das plantas e suas organelas, como cloroplastos,
mitocondrias e peroxissomos utilizam um sistema de defesa antioxidante, que séo as enzimas e
outras moléculas ndo enzimaticas como carotenoides, acido ascérbico, vitamina E, flavonoides,
prolina, glutationa, entre outras (DAVAR et al., 2013).

As enzimas que tém a funcdo de proteger as células vegetais dos efeitos citotoxicos das
EROs, também influenciam vérias reacGes que estdo relacionadas a sinalizacdo de defesa das
plantas. Suas atividades estdo diretamente implicadas aos processos fisioldgicos, que estdo
envolvidos em mecanismos de sinalizacdo celular na sua propria defesa ou no estresse oxidativo
(SOARES; MACHADO, 2007).

A protecéo das células com o auxilio de um complexo enzimatico atua em sincronia, e
sdo denominadas enzimas antioxidantes, como por exemplo, a superéxido dismutase (SOD) e
ascorbato peroxidase (APX) (INZE; MONTAGU, 1995; MITTLER, 2002). Estas enzimas
respondem ao processo oxidativo decorrente de qualquer estresse da planta, seja biético ou

abiotico. E, consequentemente, as plantas passam a reduzir os efeitos citotoxicos das EROs pela
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acdo destas enzimas (KIM; KWAK, 2010; DINAKARA et al., 2012). Dessa forma, esses
mecanismos Sao essenciais para compreender os processos metabolicos oxidacéo-reducdo das
plantas, além das relacGes entre o crescimento e desenvolvimento da homeostase celular
(FOYER; NOCTOR, 2009).

A producdo excessiva de EROs aumenta logo ap6s ao reconhecimento pela planta da
existéncia do patogeno (LINCOLN, ZEIGER, 2009). Esta resposta é variavel e depende do tipo
de planta e do estresse envolvido (PANDA; CHOUDHURY, 2005). Segundo Abdel Abdel-
Latef e Chaoxing (2011), plantas que aumentam a producdo de enzimas antioxidativas
mostram-se mais tolerantes a diferentes tipos de estresses.

SOD ¢é uma enzima antioxidante presente em todos 0s organismos aerobicos e
compartimentos subcelulares sujeito a uma explosdo oxidativa devido a um estresse abiotico
ou biético. E uma das enzimas mais eficientes nesse processo de protecdo da planta e fornece a
primeira linha de defesa contra os efeitos toxicos dos niveis elevados das espécies reativas de
oxigénio (GILL; TUTEJA, 2010).

A SOD pode interferir na concentragdo de H.O, sendo ela a responsavel pelo
mecanismo de defesa central dos organismos vivos. Dessa forma, quando a atividade da enzima
se eleva dar-se a inducdo de disfuncdes e morte celular, essa situacdo assinala que a planta
limita o local de ataque do patdgeno, o que acarreta a morte elevada, ao redor da lesdo
(RESENDE et al., 2003), minimizando os efeitos toxicos destes compostos (LEE; LEE, 2000).

A APX é outra enzima com papel importante na defesa vegetal contra estresses bidticos
e abidticos. Pode ser encontrada em diferentes formas nos compartimentos celulares, como
citosol, peroxissomos, cloroplastos e mitocondria com funcdo na detoxificacdo do H2O2, no
qual reduz a H>O em plantas, agindo na prevencgéo de danos celulares oxidativos nos vegetais
(FOYER; NOCTOR, 2009; FERNANDEZ-GARCIA et al., 2010).

Além da APX atuar como antioxidante secundario, pode ainda atuar na manutenc¢do do
estado reduzido do a-tocoferol. Esse um importante antioxidante ndo enzimatico soltvel em
lipidio, capaz de interagir com as EROs e impedir as reacGes finais que causam peroxidacao de
lipidios no interior dos diferentes sistemas de membranas da célula vegetal (SLESAK et al.,
2007). Nas células das plantas, o ciclo desta enzima representa um mecanismo de detoxificacéo
alternativo contra H>O», gerado no cloroplasto e citosol, onde o H2O2 é removido em varias
reag0es enzimaticas que envolvem enzimas como a redutase da glutationa (GR) e a APX
(CAKMAK et al., 1993).

Como a APX tem a capacidade de reduzir a oxidacao, esta se correlaciona de forma

positiva, como mecanismo de defesa da planta (PEIXOTO et al., 1999). Trabalhos realizados
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sobre APXs em plantas tém mostrado uma alteragdo da expresséo destas enzimas em resposta
aos diferentes estresses, como seca, salinidade, alta e baixa temperatura, intensidade luminosa
e ataque de patogenos (SHIGEOKA et al., 2002; AGRAWAL et al., 2003; FRYER et al., 2003;
MENEZES et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2006).

Assim, é essencial o papel destas enzimas na defesa dos vegetais contra fatores
desfavoraveis do ambiente, uma vez que estas se encontram em grande quantidade na célula
vegetal (CONKLIN; BARTH, 2004).

4.1 Atividade enzimatica da cana-de-acUcar sob estresses bioticos e abidticos

A atividade enzimatica da cana de aglUcar € de grande relevancia para entender 0s
mecanismos de defesa envolvidos sobre condi¢Ges adversas. Pesquisas sobre a importancia das
enzimas antioxidantes no sistema de defesa em cana-de-agUcar sob diferentes condicfes de
estresses, tém recebido atencdo de varios pesquisadores na busca da melhor compreensdo da
atuacdo dessas enzimas contra o estresse oxidativo.

Em trabalho realizado por Gomathi; Rakkiyapan (2011), sobre estresse salino em folhas
de cana-de-acucar, evidenciaram na cultivar tolerante aumento das enzimas SOD, CAT, APX
e glutationa redutase (GR), e maior estabilidade de membrana, de clorofilas e de carotendides,
enquanto na sensivel houve reducfes das enzimas e degradacdo de membranas e pigmentos
fotossintéticos, com isso, 0s autores sugeriram que a maior estabilidade de membrana e a
concentracdo de pigmentos, estdo relacionadas com altos niveis de atividade de enzimas
antioxidantes. Cia et al. (2012), estudando cultivares tolerantes e sensiveis a deficiéncia hidrica,
verificaram que as atividades das enzimas antioxidantes como SOD, CAT, APX, guaiacol
peroxidase (GPOX) e GR nas folhas, variaram de acordo com a cultivar e a intensidade do
estresse, no entanto, na cultivar tolerante manteve-se altas taxas de CAT e APX e reducédo de
peroxidacao de lipideos ao longo do estudo. Srivastava et al. (2012) estudando cultivares de
cana-de-acgUcar sob estresses térmicos observaram que altas temperaturas induziram alteraces
na atividade de CAT e APX e suas isoenzimas, correspondendo ao nivel de tolerancia das
cultivares. Maiores taxas das enzimas foram relacionadas a menores lesdes pelo calor e com
ISSO 0s autores sugeriram que essas enzimas antioxidantes podem ser utilizadas para identificar
populacdes de plantulas e germoplasma de tolerancia a temperatura elevada em cana-de-agucar.

N&o hé estudos sobre atividade enzimética da cana-de-agtcar em respostas ao ataque de
fitonematoides, fazendo-se necessarios pesquisas que busquem entender esses efeitos como

futuras fontes promissoras de resisténcia dessa planta.
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Estudos envolvendo outras espécies vegetais foram realizados por alguns pesquisadores.
HURA et al. (2013), avaliando a resposta bioquimica de plantulas de colza (Brassica napus
L.) apos inoculagéo de esporos do fungo Phoma lingam (Leptosphaeria maculans (Desmaz.)
Ces. & De Not)), observaram que houve aumento na atividade de peroxidase somente 72 horas
apos a inoculagdo e que este aumento ocorreu em resposta a alta producéo de H20O- que ativou
o0 sistema de defesa da planta, devido ao ataque do estressor biotico. Jindichova et al. (2011),
estudando o papel do perdxido de hidrogénio e sua interacdo com folhas de colza e L. maculans
na atividade de catalase e outras enzimas antioxidantes, observaram que quando era manipulado
o0 conteudo de H2O> e catalase nos cotilédones de colza havia formagéo de necroses tipicas da
infecgdo do fungo a partir de 10 dias ap6s a inoculagdo (DAI) nas plantas controle infiltradas
com agua ou H20.. A aplicagdo da enzima catalase prolongou o periodo assintomatico até 9
DAI e diminuiu significativamente o desenvolvimento da necrose de 20% em comparagdo com
as plantas controle e que H2O: infiltrado ndo impediu o crescimento do fungo e o
desenvolvimento da les&o.

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a dindmica espago-temporal dos
fitonematoides Meloydogyne e Pratylenchus, respostas enzimaticas (ascorbato peroxidase e

superoxido dismutase) e nutricionais da cana-de-agucar
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Abstract

The damage caused by Meloidogyne and Pratylenchus nematodes is included among the
factors that limit growth and sustainability of sugarcane production. The objective of this
study was to assess the seasonal changes and relationships between plant-parasitic nematode
communities and plant variables (leaf chemical analysis and growth parameters) in sugarcane
plantations in Pernambuco State, Brazil. Samples were collected at six, nine, and 12 months
after planting in two sugarcane fields (plant cane and ratoon cane). Meloidogyne and
Pratylenchus populations were extracted from sugarcane roots, counted and identified.
Vegetative parameters that determine sugarcane growth pattern included stalk height, stalk
diameter, and number of stalks and tillers. Leaf tissue was analyzed for potassium,
phosphorus, calcium and magnesium contents. Meloidogyne and Pratylenchus abundance,

plant nutrientes and growth parameters in sugarcane plantations responded differently to
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environmental variation (i.e., temporal and sugarcane growth stage). Pratylenchus abundance
decreased with the increase of leaf phosphorus content.

Contrariwise, increases in potassium concentration resulted in high abundance of
Meloidogyne. A positive association between the abundance of nematodes and sugarcane
growth parameters suggest that the varieties planted in both study areas may present tolerance
to Meloidogyne and Pratylenchus.

Keywords Management, plant nutrition, RDA

Sugarcane (Saccharum L.) plays a significant economic and societal impact for Brazil
(Moraes et al. 2015). For many years sugarcane crops have been grown in the tropics and
subtropics for production of raw sugar and other traditional sugar-based products. More
recently, it has also been used for sugar, etanol and electricity production (Dias et al. 2014).
Sugarcane production is important for global trade of agricultural commodities and its
increasing demand is associated with the increasing consumption of sucrose globally. There is
a need to continually improve sugarcane yield while reducing production costs and
environmental impacts (Manners 2011).

Among the factors affecting growth and sustainability of sugarcane production, plant-
parasitic nematodes are importante pathogens affecting crop yield (Cadet and Spaull 2003;
Moura and Oliveira 2009). Reductions in sugarcane vigor in fields infested with the plant-
parasitic nematodes result from changes in the root system (thickening) from feeding, and
deleterious effects on absorption and transport of water and nutrientes (interference in the
plant physiology) (Cadet and Spaull 2005; Ferraz et al. 2010; Taiz and Zeiger 2013).

Previous studies have shown that the application of macronutrients in sugarcane fields
decreases the damages caused by Meloidogyne, thus allowing normal development of the
plant (Asano and Moura 1995). However, studies on the influence of mineral nutrition on

diseases caused by nematodes are scarce (Santana-Gomes et al. 2013). Thus, additional
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studies are required to elucidate the associations between levels of nutrients on the host plant
and the damage caused by plantparasitic nematodes. The objectives of this study were: (i) to
measure changes in plant-parasitic nematode communities and plant parameters in sugarcane
plantations over the season; and (ii) to assess the relationship between plant-parasitic
nematode communities and plant physiology parameters.

The study was conducted in 2014 at two sugarcane plantations located in Camutanga
Municipality, Pernambuco State, Brazil (Table 1; Fig. 1). Root and leaf samples were
collected systematically on a regular grid (6.0 x 6.0 m) that included three sugarcane rows
separated by 10-m intervals.Vegetative growth parameters were co-located. Sampling times
were six (T1), nine (T2), and 12 (T3) months after planting. For each sampling date and study
site, 36 samples were collected. The plant-parasitic nematodes were extracted from sugarcane
roots by the sucrose centrifugation method (Coolen and D’Herde 1972). Meloidogyne and
Pratylenchus genera were counted and identified at x 40 magnifications (Mai et al. 1996).
Vegetative growth parameters evaluated included stalk height, stalk diameter, number of
stalks and tillers. At each sampling point, three sugarcane leaves (+3) were collected at
random for chemical analysis (Malavolta 1992). Leaf tissue was analyzed for potassium,
phosphorus, calcium and magnesium contents. Leaf samples were dried at 65 °C for 72 h with
forced-air oven and milled in aWiley-type mill, and its nutrients extracted by nitropercloric
digestion (Nitric acid (65%) and perchloric acid (70%), ratio 2:1). Data was transformed prior
to conducting parametric Anova. The relationships between nematode population densities
and plant parameters were examined based on redundancy analysis (RDA) using the vegan
package in R version 3.2.3 (R Core Team 2016). A permutation test was performed after
RDA, in which the rows of the unconstrained matrix are randomized repeatedly across 999
permutations. If the observed relationship is stronger than the randomly permuted
relationships (e.g. at a= 0.05), then the relationship between plant-parasitic nematodes and

plant parameters is significant. Plant parameters were subject to the forward selection
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(Blanchet et al. 2008) to select the variables from the RDA that explained most of the
variation in plant-parasitic nematodes presence and abundance.

In Area 1 (plant cane), Meloidogyne and Pratylenchus were the most abundant in T3 (P
< 0.05; Table 2). Calcium and potassium increased over time; but in contrast, the content of
magnesium and phosphorus decreased (P< 0.05). Sugarcane height and the number of stalks
increased significantly over time whereas stalk diameter did not differ significantly and the
number of tillers was highest in T3 (P< 0.05). In Area 2 (ratoon cane), the population of
Meloidogyne did not differ significantly over time whereas Pratylenchus population
decreased over time (P<0.05; Table 2). Calcium content also decreased over time. However,
in contrast, potassium contente increased over time. Magnesium and phosphorus content did
not differ significantly (P<0.05). Stalk height and number of stalks increased significantly
over time whereas the number of tillers decreased significantly in T2 (P<0.05).

Redundancy analysis (RDA) constrained 20% of the plantparasitic nematodes
abundance in relation to the explanatory variables (Fig. 2). The eigenvalues were 0.275 and
0.031 for the first canonical axis and second canonical axis, respectively. The first axis
explained 48%of the variation and the second axis explained 31.9% of the variation. RDA
indicated the increase in abundance of Meloidogyne was associated with higher potassium
content. Pratylenchus was associated with lower phosphorus contents and larger stalk
diameter. A permutation test was performed after RDA, in which an overall test of
significance showed that the canonical relationship between matrices plant-parasitic
nematodes and plant parameters is significant (P=0.001).

Results showed significant differences over time in the abundance of plant-parasitic
nematodes and plant parameters. These differences were associated with both the sugarcane
growth stage (Table 2) and the distribution of rainfall (Fig. 1) during the course of the study.
Moreover, seasonality can affect plant-parasitic nematodes in agricultural areas due to

changes in nutritional status of the host plant, cultural practices, and environmental factors
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such as soil water content and air temperature (Wang and McSorley 2005). In the northeast
region of Brazil, plant-parasitic nematodes abundance was lower in ratoon cane than in plant
cane (Chaves et al. 2003). This may be due to initial population increases after planting
(Oliveira et al. 2008). Similarly, harvest of ratoon cane may also influenced the plant-parasitic
nematodes populations.

In plant cane, the adverse effects of nematode parasitismo are reflected in subsequent
ratoon. Thus, the adoption of specific management to reduce the abundance of plant-parasitic
nematodes before the establishment of a new sugarcane plantation is essential for disease
management (Macedo et al. 2011). However, the control of plant-parasitic nematodes is
highly complex because eradication is not feasible. Thus, a preventive management must be
taken to avoid the introduction of pathogens in areaswhere they are absent, as well as an
adequate supply of nutrients, since the application of fertilizersmay partially compensate for
damage induced by plant-parasitic nematodes, stimulating plant growth (Ferraz et al. 2010).

We also found that in Area 1 (plant cane), calcium and potassium increased over time
whereas magnesium and phosphorus content decreased. This result demonstrated the
differential influence of each nutrient on plant-parasitic nematodes because a specific nutrient
can have different effects on plant disease (Zambolim and Ventura 2012). However, some
nutrients can compete with each other in absorption by the plant, such as potassium, in which
when in excess can compete with calcium and magnesium absorption (Zambolim and Ventura
2012). In contrast, in Area 2 (ratoon cane), calcium decreased over time, while potassium
increased whereas magnesium and phosphorus content did not differ. These results may have
been influenced by ratoon cane management, which is characterized for frequente harvest
and, consequently influences the exportation of nutrients, which are necessary to be
replenished to support growth in the subsequent crop cycles (Prado et al. 2002).

In Area 1 (plant cane) stalk height and number of stalks increased significantly over

time whereas stalk diameter did not differ significantly and the number of tillers was highest
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at the final sampling time. In contrast, in Area 2 (ratoon cane), stalk height and number of
stalks increased significantly over time. In plant cane, the growth parameters increased even
when plantparasitic nematode population increased. This may be indicative of some tolerance
to these nematodes as plant age increases. Moreover, climate conditions such as rainfall
during the crop cycle were favorable to crop development (Fig. 1).

These findings demonstrated that high populations of Meloidogyne and Pratylenchus
spp. may not be associated with reduced yield parameters (Dias-Arieira et al. 2010). Previous
studies have shown that sugarcane varieties RB863129 and RB867515 are tolerant to M.
incdgnita (Silva et al. 2012).

There was a positive association between Meloidogyne population densities and
potassium. The effects of potassium on disease incidence and/or damage can be influenced by
the quantity and source of this nutrient (Zambolim and Ventura, 2012), specific pathogens
(Wang et al. 2013), availability in the soil (Pinheiro et al. 2008), the interaction with other
nutrientes (Prabhu et al. 2007), the environmental conditions (Pinheiro et al. 2011) and the
susceptibility of the plant (Huber and Thompson 2007). Hence, it should not always be
associated with the reduction in the intensity of plant diseases (Pinheiro et al. 2011).
Alternatively, potassium can increase the yield of plants affected by plant-parasitic nematodes
(Perrenoud 1990), reducing competition for nutritional resources (Holzmueller et al. 2007).
This nutritional status allows plants to allocate more resources in the development of stronger
cell walls to prevent infection by the pathogen and for more nutrients to be used in defense
and damage repair (Mengel 2001).

Pratylenchus populations were associated with low phosphorus contents. This nutrient is
essential for plant growth, and it can protect the plant of diseases caused by plantparasitic
nematodes (Ferraz et al. 2010). Plants with high phosphorus content release fewer exudates by

roots; thus, they are less attractive to plant-parasitic nematodes (Marschner
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1997). Moreover, plants with high phosphorus content may become more resistant
(Zambolim et al. 2005), as a result of an increase in protein synthesis, cell activity and
production of peroxidase and polyphenol (Wang and Bergeson 1974).

Although there was an association between plant-parasitic nematodes population
densities and plant parameters, there were several other mechanisms and processes that may
be associated with patterns of species distribution due to complex parasitism, as well as the
attraction of plant-parasitic nematodes by the plant to the roots (Karssen and Moens 2006).

In summary, Meloidogyne and Pratylenchus abundance, plant nutrients and growth
parameters in sugarcane plantations respond differently to environmental variation. Reduced
Pratylenchus levels may be associated with high phosphorus content indicating this nutrient
may be essential to sugarcane against this nematode; while an increase in potassium
concentration potentially was associated with a positive effect on the abundance of
Meloidogyne. Further research is needed to validate these hypotheses. In general, the
populations of Meloidogyne and Pratylenchus were positively associated with sugarcane
growth parameters suggesting that the varieties planted in both areas may be tolerant to these
nematodes.
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Table 1. Metadata associated with two sugarcane study areas in Pernambuco State, Brazil

Label Area l Area 2
Coordinates 25°71'00"S; 91°85'24"W  26°70'54"S; 91°95'12"W
Variety RB86-7515 RB86-3129
Growth stage plant cane ratoon cane

Soil type red-yellow Ultisol yellow Ultisol
Sand(%) 68 83

Clay(%) 21 16

Silt(%) 11 1




Table 2. Nematode population and sugarcane leaf chemical analysis and vegetative growth

variables measured at 3, 6 and 9 months after planting (MAP) at two plantations conducted

under different tillage

Area 1 Area 2
Parameters Mean + SD Mean + SD
T1 T2 T3 T1 T2 T3
PPNs (indiv. 50g™ fresh roots)
Meloidogyne 81.23+85.45b  43.77+50.81b 101.84+550.65a 59.40+115.66a 51.27+42.28a 58.54+203.52a
Pratylenchus 29.86+40.55b 0.00+0.49b 162.90+1327.53a 30.90+38.95a  17.65+29.94a 0.00+32.12b
Leaf tissue chemical
Calcium 0.12+0.07b 0.08+0.18b 0.27+0.06a 0.60+0.14a 0.48+0.14b 0.43+0.10b
Magnesium 2.34+2.93a 1.41+0.24b 1.55+1.67ba 1.13+0.46a 1.04+1.06a 0.85+0.25a
Phosphorus 2.48+1.18a 2.14+1.72a 1.35+1.17b 4.37+1.46a 3.42+5.65a 4.88+1.60a
Potassium 6.51+0.56¢ 8.06+1.30b 9.29+1.20a 3.31+0.33c 3.92+0.49b 4.0410.33a
Sugarcane growth
Stalk height 34.50+8.03c  63.16+11.20b 163.50+19.09a 76.33£17.30b  98.66+17.70a 102.33+16.66a
Stalk diameter 2.53+0.23a 2.55+0.18a 2.53+3.30a 2.30+0.18b 2.35+0.19a 2.12+0.23c
Number of tillers 3.66+1.16b 0.66+0.46¢ 5.16+1.80a 2.33+1.06a 1.33+0.57b 2.16+1.06a
Number of stalks 6.00+0.97c 11.33+1.29b 18.00+2.14a 9.66+1.56¢ 11.66+1.62b 16.00£1.32a

PPNs plant-parasitic nematodes; Area 1 plant cane; Area 2 ratoon cane; SD standard deviation; T1 6 months after
planting; T2 9 months after planting; T3 12 months after planting; Means in a row followed by the same letter are

not significantly different according to a Tukey test (P < 0.05).

53



250

200

150 - T2

Rainfall (mm)

Tl T3

100

Jan Feb Mar Apr May Jun Jul.  Aug

Sampling time

Figure 1. Rainfall at different sampling dates (January to August 2014) in two sugarcane
plantations of Pernambuco State, Brazil. T1=6 months after planting; T2 = 9 months after

planting; T3 = 12 months after planting
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Abstract

The plant-parasitic nematodes Meloidogyne and Pratylenchus are the main nematode pathogens reducing
sugarcane yield worldwide. Despite, defense responses to overcome the pathogen stresses through neutralizing
cytotoxicity of reactive oxygen species (ROS) have been reported for a range of important crops and pathogens,
few studies have been developed for sugarcane under nematode stress. The aim of this study was to evaluate
responses of the antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and ascorbate peroxidase (APX) at different
density of Meloidogyne and Pratylenchus in a sugarcane replant field and in a ratoon crop in Northeastern
Brazil. Evaluations based on nematode densities, plant growth parameters and SOD and APX activity at six (T6)
and nine (T9) months after planting (Area 1) or cutting (Area 2 - ratoon crop). Pratylenchus abundance
significantly decreased in Area 1, but not in Area 2. In contrast, Meloidogyne abundance increased through time
in Area 1, but decreased in Area 2. In both areas, SOD activity decreased over time, but APX activity did not
present significant fluctuation over time in Area 1, in contrast to the increase over time of APX activity in Area
2. Abundance of both nematodes correlated positively with number of tillers and negatively with height of stalks,
besides the negative correlation between Pratylenchus and stalk diameter. This inverse correlation between the
plant-parasitic nematode and stalk number was also demonstrated by the PCA. There was not significant
correlation between the antioxidant enzymes and plant growth parameters or nematode abundance, except the

positive correlation between SOD activity and number of tillers.

Keywords: defense mechanism; SOD; APX; plant-parasitic nematode, Saccharum.

Introduction

Plants regularly undergo numerous stresses throughout the life cycle, such as severe fluctuations in
temperature, moisture, solar radiation and pathogen infection. These stresses stimulate different responses from
changes in gene expression and cellular metabolism to variations in growth rate and biomass production (Taiz
and Zeiger 2013). Concurrently, plants can articulate defense responses to overcome these stresses modifying
molecular compounds formation as a response mode (De Wit 2007) or as enzymatic and non-enzymatic defense

mechanisms neutralizing cytotoxicity of reactive oxygen species (ROS) (Barbosa et al. 2014).
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As a result from aerobic metabolism (Sikora et al. 2008), ROS occurrence is a natural pathway in most
eukaryotic cells because the energy metabolism is dependent on the use of secondary oxygen from
photosynthesis and respiration (Eaux and Toledano 2007). However, the plant exposure to unfavorable
environmental conditions increases ROS production disturbing cellular compartments (Moller and Sweetlove
2010) and the healthy metabolism, resulting in oxidative damages to lipids, proteins and nucleic acids
(Triantaphylidés and Havaux 2009).

The reactions induce changes in the selective permeability of cell membrane (De Gara et al. 2003) and
in the enzyme activity associated to the membrane metabolism (Del Rio et al. 2006). Thus, for protection against
these oxygen toxic effects, plant cells and their organelles (i.e., chloroplasts, mitochondria and peroxisomes) use
an antioxidant defense system which are composed of enzymes and other non-enzyme molecules as carotenoids,
ascorbic acid, vitamin E, flavonoids, proline, glutathione, among others (Davar et al. 2013).

Enzymes that protect plant cells from cytotoxic effects of ROS are directly related to physiological
processes involved in defense signaling or stress oxidative (Soares and Machado 2007). Overproduction of ROS
increases after plant recognizing the pathogen (Lincoln and Zeiger 2009). This response is variable and depends
on plant species and stress involved (Panda and Choudhury 2005). According to Abdel Latef and Chaoxing
(2011), plants able to increase the antioxidant enzymes production are more tolerant to different kinds of
stresses.

The enzymatic complex used by plants operates synchronously and are called antioxidant enzymes such
as superoxide dismutase (SOD) and ascorbate peroxidase (APX) (Inzé and Montagu 1995; Mittler 2002). Once
these enzymes respond to oxidative process, any biotic or abiotic stress on the plant, reduce the cytotoxic effects
of ROS (Kim and Kwak 2010; Dinakara et al. 2012). Therefore, ROS and antioxidant enzymes determine
whether oxidative signaling and damage will occur (Moller et al. 2007)-

SOD is present in all aerobic organisms and subcellular compartments subject to oxidative burst caused
by an abiotic or biotic stress. It is one of the most efficient enzymes in the plant protection process and provides
the first line of defense against the toxic effects of ROS (Gill and Tuteja 2010). Moreover, SOD can interfere in
the H2O- concentration and is responsible for central defense mechanisms of living organisms. Thus, increases in
SOD activity induces cell dysfunction and death which marks the pathogen attack site (Resende et al. 2003).

APX is another enzyme that plays an essential role in plant defense against biotic and abiotic stresses. It
is found in different forms in the cell compartments (e.g., cytosol, peroxisome, chloroplast and mitochondria)
and it plays a crucial role in H,O, detoxification, reducing to H,O, preventing plants against oxidative cellular
damage (Foyer and Noctor 2009; Fernandez-Garcia et al. 2010). Previous studies have demonstrate changes on
APX expression in response to different stresses such as salinity, drought, high and low temperature, light
intensity and pathogen attack (Shigeoka et al. 2002; Agrawal et al. 2003; Fryer et al. 2003; Menezes-Benavente
et al. 2004; Teixeira et al. 2006).

On the other hand, nematode diversity in sugarcane is greater than in most other cultivated crops,
although the most frequently species cited as highly pathogenic to this continuous monoculture are Pratylenchus
zeae, Meloidogyne incognita and M. javanica (Dinardo-Miranda and Gil, 2005). Despite damage thresholds are
not well defined because environmental factors, nematode community and sugarcane variety affect plant
response to nematode parasitism, these species have been the primary nematode pathogens of sugarcane causing

significant reduction in cane yield worldwide (Cadet; Spaull, 2005).
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Understanding the plant defense mechanism is relevant to global agriculture because it will enable the
development of resistant cultivars to various diseases (Nascimento and Barrigossi 2014). However, in spite of
metabolic processes of oxidation-reduction are essential to plant defense mechanisms (Foyer and Noctor 2009),
few studies have been developed for sugarcane under nematode stress; therefore, more information is necessary
to clarify SOD and APX activities in the crop interaction with species of Meloidogyne and Pratylenchus.

The objectives of this study were to evaluate seasonal changes and relationships among the plant-
parasitic nematode Meloidogyne and Pratylenchus, growth plant parameters, and variations on the antioxidant
enzymes SOD and APX levels at different nematode densities on sugarcane under field conditions. Specifically,
we addressed the following questions: a) what is the relative importance of abundance and presence of plant-
parasitic nematodes on the antioxidant enzymes activity? b) which are the most influenced sugarcane growth

parameters by antioxidant enzymes activity?

Material and Methods

Study sites Portugués

This study was carried out in two neighbor sites of sugarcane plantations located in Camutanga
Municipality, Pernambuco State, Brazil (Table 1). The first site (Area 1) was a replanting field while the second
site (Area 2) consisted in a ratoon crop. The climate of study region is tropical type ‘As’, characterized by winter
rainfall and dry summer with average annual temperature of 25°C and average annual rainfall of 1.211 mm
(Alvares et al. 2013).

Table 1. General characteristics of the two study sites in Pernambuco State, Brazil.

Label Area 1 Area 2
Coordinates 25°71'00"S; 91°85'24"W  26°70'54"S; 91°95'12"W
Variety RB86-7515 RB86-3129
Growth stage plant cane ratoon cane

Soil type red-yellow Ultisol yellow Ultisol
Sand(%) 68 83

Clay(%) 21 16

Silt(%) 11 1

Sampling design
A regular grid (6.0 x 6.0 m) at 10-m intervals, totalizing 36 sample points, was established in each study
area. Sampling was carried out at six (T6) and nine (T9) months after planting in Area 1 and at six (T6) and nine

(T9) months after cutting (ratoon crop) in area 2. Growth sugarcane parameters were measured at same points.
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Sugarcane leaves were collected and enzyme activities were assayed. Root samples were collected for

nematological analysis.

Nematode analysis

Root samples were taken and packaged in labeled plastic bags and immediately transported to the
nematology laboratory at the Federal Rural University of Pernambuco (UFRPE). The plant-parasitic nematodes
were extracted from sugarcane roots by the sucrose centrifugation method (Hussey and Barker 1973).
Meloidogyne and Pratylenchus genera were counted and identified at x40 and x100 magnifications using
dichotomous key (Mai et al. 1996).

Sugarcane growth measurements
Sugarcane growth pattern was determined through stalk height, stalk diameter, number of stalks and
tillers. The stalk height was determined from soil to leaf +1 with a tape measure, and stalk diameter was

measured in the middle third of the plant with a calipers.

Antioxidant enzymes analysis

Sugarcane leaves (+3) were collected, involved in aluminum sheet, dipped in liquid nitrogen and
transferred to freezer at -26 °C. In order to prepare the enzyme extract, fresh samples (0.1 g) were homogenized
in 4 mL of sodium phosphate buffer 0.1 mol L™! (pH 6.5) containing 0.5 g of polyvinylpyrrolidone (PVP).
Homogenates were centrifuged at 4 °C in a refrigerated centrifuge for 10 min at 10,000 x g (Zeraik et al., 2008).
The supernatant was used for ascorbate peroxidase and superoxide dismutase enzymes assay (Giannopolitis and

Ries 1977). Enzyme activity was expressed in specific activity (U mg™).

APX activity

The reaction mixture contained 2.7 mL of potassium phosphate buffer 50 mM (pH 6.0), 75 pL of ascorbic
acid 0.8 mM, and 0.1 mL of enzyme extract. APX activity was estimated by measuring the decrease in absorbance
at 290 nm at 30 °C for 1 minute according to Nakano and Asada (1981).

SOD activity

SOD activity was determined by measuring ability to inhibit photochemical reduction of nitro blue
tetrazolium (NBT) following the method described for Giannopolitis and Ries (1977). Enzyme extract (100 uM)
was transferred to test tubes containing reaction mixture of 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.8), 0.1 mM
EDTA, 13 mM methionine and 75 pM NBT. The reaction was started by addition of 2 uM riboflavin to test tubes
placed under fluorescent light (30W) in closed box for 5 min. Absorbance was recorded at 560 nm. One unit

(V) of SOD activity was defined as the amount of enzyme required to inhibit 50% of NBT reduction in light.

Statistical Analyses
Nematode were categorized in three levels: level O (zero especimens); level 1 (1-100 especimens); and
level 2 (100+ especimens) in order to evaluate enzymatic activity response to the presence of nematodes.
Nematode abundances were In(x + 1) transformed to achieve normality. The plant growth parameters and

enzymes activity were standardized prior statistical analyses. A two-way analysis of variance (ANOVA)
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compared the sampling time. Means were compared by t-test at P < 0.05. A principal component analysis (PCA)
was performed for relationship among plant-parasitic nematodes, growth plant parameters, and antioxidant
enzyme activities. The two first coordinates (PC1 and PC2) were selected for further interpretation of the results.

Statistical analyses were performed using Statistica 8.0 software (StatSoft Inc. 2008).

Results

Seasonal effects on activity of antioxidant enzymes, plant-parasitic nematodes and growth plant parameters

Enzymatic activity ranged over time (Table 2). In both areas, SOD activity decreased (P < 0.05) over
time, but APX activity did not show a significant (P > 0.05) fluctuation over time in Area 1; in contrast to the
increase over time (P < 0.05) of APX activity in Area 2.

Table 2. Plant-parasitic nematode abundance, growth plant parameters and antioxidant enzyme activities in
sugarcane leaves at six and nine months after planting in plant cane (Area 1) and at six and nine months after

cutting in ratoon crop (Area 2).

Parameters Areal Area 2

T6 T9 T6 T9

Antioxidant enzymes

APX (U mg?) 9608.92+4955.27a  8700+2648.35a 9564.28+3894.28b  11596.43+3993.31a
SOD (U mg?) 259.55+83.13a 188.53+117.17b 298.27+88.74a 239.55+116.85h
PPNs
81.23+85.45a
Pratylenchus 0.00+0.49b 30.90+38.95a 17.65+29.94a
) 29.86+40.55b
Meloidogyne 43.77+50.81a 99.40+115.66a 55.27+42.28b
Growth plant
. 3.66+1.16a 0.66+0.46b 2.33+1.06a 1.33+0.57b
Number of tillers
6.00+0.97b 11.33+1.29a 9.66+1.56b 11.66+1.62a
Number of stalks
) 34.50+8.03b 63.16+11.20a 76.33+17.30b 98.66+17.70a
Height of stalks
2.53+0.23a 2.55+0.18a 2.30+0.18b 2.35+0.19a

Diameter of stalks

Values are mean + SD (n=36). PPNs plant-parasitic nematodes; Area 1 plant cane; Area 2 ratoon cane; SD standard
deviation; T6 6 months after planting or cutting; T9 9 months after planting or cutting; Within area, means in a
row followed by the same letter are not significantly different according to a t-test (P < 0.05). Nematodes were
extracted from 50 g of fresh roots.

Concerning to plant-parasitic nematodes, there was significant variation over time. Pratylenchus
abundance significantly (P < 0.05) decreased in Area 1, but not in Area 2. In contrast, Meloidogyne abundance
increased (P < 0.05) through time in Area 1, but decreased (P < 0.05) in Area 2.

61



170
171
172
173
174

175
176
177
178

179
180
181
182

In contrast to the significant (P < 0.05) increase in number of stalks, the number of tillers and the height

of stalks decreased (P < 0.05) over time in both areas, though there was no significant increase in diameter of

stalks in Area 1, but in Area 2.

Relationship among plant-parasitic nematodes, growth plant parameters and antioxidant enzymes

Eigenvalues from the PCA analysis indicate the first two principal components (PC) accounted for
67.33% of the variance of data (PC1: 40.12%; PC2: 27.21%; Figure 1; Table 3). It was observed a positive

relationship among SOD, plant-parasitic nematodes abundance, and number of tillers. PCA also showed an

inverse relationship between plant-parasitic nematodes and number of stalks.
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Figure 1. Principal component analysis ordination biplot for plant-parasitic nematodes abundance, antioxidant

enzymes, and plant growth parameters. SOD superoxide dismutase activity.
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Table 3. Principal component analysis parameters.

Eigenvalue % Total variance Cumulative (%)

PC1 2.006086 40.12173 40.1217
PC2  1.360602 27.21205 67.3338
PC3  0.864960 17.29919 84.6330

There was not significant correlation between the antioxidant enzymes and plant growth parameters or
nematode abundance, except the positive correlation between SOD activity and number of tillers (Table 4).
Meloidogyne correlated positively with Pratylenchus. Both nematodes correlated positively with number of
tillers and negatively with height of stalks, besides the negative correlation between Pratylenchus and stalk
diameter. The inverse correlation between the plant-parasitic nematodes and stalk number was also demonstrated
by the PCA (Figure 1).

Table 4. Pearson correlation for plant-parasitic nematodes abundance, antioxidant enzymes and plant growth

parameters.
Stalk Stalk Number  Number Meloidogyne Pratylenchus APX
Height Diameter of Stalks of Tillers

Diameter -0.29**

Stalks 0.66**  0.02™

Tillers -0.15" 0.07™ -0.59**

Meloidogyne  -0.03™ -0.06™ -0.22**  0.26**

Pratylenchus  0.02" -0.18* -0.27**  0.35** 0.41**
APX 0.15™ -0.03™ 0.13m 0.06™ 0.02m 0.06™
SOD 0.16™ -0.15™ -0.12" 0.24** 0.16" 0.14" 0.13"

ns not significant; **Significant at 0.01; *Significant at 0.05

APX and SOD activity associated to Pratylenchus and Meloidogyne abundance

In Area 1 no significant difference was observed for the association of APX enzyme with Meloidogyne
and Pratylenchus at different levels and over time (Figures 2A and 2C). In contrast, for the association of the
SOD enzyme with Meloidogyne, a significant difference was observed at nine months (T9), where the population

above 100 individuals predominated, it was also possible to verify that Levels 0 and 1 reduced significantly at T9
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(Figure 2B). Similarly, for the association of the SOD enzyme with Pratylenchus, a difference was observed at

Levels 0 and 1, which reduced in T9 (Figure 2D).

In Area 2, a significant difference was observed in the association of APX with Meloidogyne at T9

(Figure 3A), in which there is an increase in Level 1. Similarly, there was a significant difference for

Pratylenchus at T9 (Figure 3C), where an increase in Level 2 was observed. Pratylenchus in association with

SOD enzyme showed a difference within levels at T9, where Level 0 differed significantly from Levels 1 and 2

and at sampling time (Figure 3D).
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Figure 2. Ascorbate peroxidase (APX) and superoxide dismutase (SOD) activity in sugarcane leaf in response to
Meloidogyne (2A; 2B) and Pratylenchus (2C; 2D). Level 0 (0 individuals); Level 1 (1-100 individuals); Level 2
(100+ individuals); T6 plant cane 6 months after planting; T9 plant cane 9 months after planting.

Different lowercase letters indicate statistically significant differences between levels according to Fisher’s

protected LSD test (P < 0.05); Different uppercase letters indicate statistically significant differences between

levels in each sampling time (6 and 9 months after planting) according to Fisher’s protected LSD test (P < 0.05)
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Figure 3. Ascorbate peroxidase (APX) and superoxide dismutase (SOD) activity in sugarcane leaf in response to
Meloidogyne (3A; 3B) and Pratylenchus (3C; 3D). Level 0 (0 individuals); Level 1 (1-100 individuals); Level 2
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(100+ individuals); T6 ratoon cane 6 months after planting; A2T9 ratoon cane 9 months after planting.

Different lowercase letters indicate statistically significant differences between levels according to Fisher’s
protected LSD test (P < 0.05); Different uppercase letters indicate statistically significant differences between

levels in sampling time (6 and 9 months after planting) according to Fisher’s protected LSD test (P < 0.05)

Discussion

The results indicate significant differences over time of the studied variables. APX activity and plant
growth parameters (e.g. stalk height, stalk diameter and number of stalks) did not differ significantly in plant
cane, however, it increased over time in ratoon cane. On the contrary, plant-parasitic nematodes populations
decreased over time. It is known that plants can protect themselves by synthesizing antioxidant enzymes (SOD
and APX). In this study, increase in APX activity demonstrates its efficiency in the rapid elimination of H,Og,
acting in the prevention of oxidative cellular damage in plants (Locato et al., 2010). Greater activities of APX
decrease H,O; levels in the cell, enhancing the response to stress (Gill and Tuteja, 2010). Recent studies also
indicate the effectiveness of APX activity in controlling the cellular redox potential and oxidative protection in

several vegetal species under stress, such as mayze (Mozaffari et al., 2013), cowpea (EI-Enany et al., 2013) and

soy (Riekert van Heerden and Kruger, 2002).

A positive relationship among SOD, plant-parasitic nematodes abundance, and number of tillers was

observed in this study. Increase in SOD activity have been related to plants under environmental stresses
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(Sharma and Dubey, 2005; Mishra et al., 2011). Increase in SOD activity often is related to increase in plant
tolerance to stress, thus this criterion can be utilized for indirect selection of resistant plants (Zaefyzadeh et al.,
2009). For instance, Ehsani-Moghaddam et al. (2006) studied association of SOD enzyme with the fungi
Mycosphaerella fragariae in three strawberry varieties. And it was observed that increase in SOD activity is
related to M. fragariae infection and high levels of SOD were related to resistant plants, suggesting that plant has
strategy to reduce the fungi development through action of antioxidant enzyme.

Possibly, increases in SOD activity in sugarcane leaves may be an adaptive response to protect the plant
against biotic and abiotic stresses (Guida et al., 1992). According to Afify et al. (2014), SOD levels can vary due
to host plant, species, and initial density of plant-parasitic nematode. In this study, a negative relationship
between SOD and diameter of stalk may be due to plant-parasitic nematodes since their presence can affect the
optimum crop development (Macedo et al., 2011), in consequence to the root damages (i.e. galls and lesions).
Thus, the roots become poorly developed and unable to perform normally their essential functions, such as water
and nutrients absorption (Dinardo-Miranda and Gil, 2005).

Lower abundance of plant-parasitic nematodes was inversely associated to plant growth parameters. In
sugarcane areas with high population of plant-parasitic nematodes, the yield is reduced due to symptoms caused
by these parasites (Dinardo-Miranda, 2008). Also, it was observed an inverse relationship between plant-
parasitic nematodes and number of stalks. This fact can be due to inability of the plant performing its normal
functions in the presence of pathogen (Baldin et al., 2012), resulting internode length less than normal (Macedo
etal., 2011).

This study corroborates that as plant growth variables and plant-parasitic nematode populations were
influenced by APX enzyme. However, SOD activity was correlated positively with Meloidogyne and
Pratylenchus, demonstrating a possible tolerance of studied sugarcane varieties. The number of tillers was
correlated inversely with plant-parasitic nematode populations, indicating interference these nematodes in the
vital processes of the plants. Thus, it is evident the importance of the understanding of the sugarcane defense
mechanism for the development of resistant cultivars (Taiz and Zieger, 2013).

Significant associations observed for SOD enzyme in plant cane demonstrates its action in reducing the
biotic damages caused to plants, demonstrating its potential for controlling both Meloidogyne and Pratylenchus.
With Meloidogyne at its highest level at nine months after planting and Pratylenchus at six months after
planting. It is known that SOD is an antioxidant enzyme, effective in the protection of the plant against the toxic
effects of high levels of reactive oxygen species (Gill and Tuteja, 2010). Therefore, it is usually associated with
stress tolerant plants, either biotic or abiotic (Zaefyzadeh et al., 2009). Several studies also reported this pattern,
increase in SOD activity in response to infection by pathogens. In tomato crop, for example, was observed that
SOD activity was induced in the initial phase of infection by Botrytis cinerea (Kuzniak and Sklodowska, 2005).
In strawberry crop infected by Mycosphaerella fragariae also there was increase in SOD activity (Ehsani-
Moghaddam et al., 2006). Ivanov et al. (2005) also showed increase in SOD activity as response to stress
condition in wheat infected by Puccinia recondita. Therefore, it suggests that increase in SOD activity in
sugarcane is related to a possible resistance to biotic factors.

On the other hand, APX also is one of the most widely distributed antioxidant enzymes in plant cells
and efficient under plant stress conditions (Sharma et al., 2012). Due to APX has a capacity to reduce oxidation,
it correlates in a positive way, as a plant defense mechanism (Peixoto et al., 1999). Studies regarding APX

activity in plants have shown a changing of expression of these enzymes in response to different stresses, such as
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drought, salinity, high and low temperatures, light intensity and pathogens attack (Shigeoka et al., 2002; Agrawal
et al., 2003; Fryer et al., 2003; Menezes et al., 2004; Teixeira et al., 2006). In soy roots inoculated with
Meloidogyne javanica e M. incognita was observed an APX increase after 12 hours (Santana, 2012),
highlighting involvement of the enzyme on plant defense mechanisms against damage caused by oxidative
stress.

In summary, this study suggests that sugarcane infection by Pratylenchus and Meloidogyne is associated
with an increase in SOD and APX activity. Moreover, SOD enzyme also showed association with sugarcane

growth parameters.
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RESUMO

Silva, L. M. A., E. M. R. Pedrosa, T. F. S. Vicente, D. A. S. Leitdo, M. M. Rolim, L. M.
P. Guimaraes. 2017. Relacdo espaco-temporal de Meloidogyne e Pratylenchus com
atributos biométricos, nutricionais e enzimaticos da cana-de-acucar. Nematropica 41: 00-

00.

Dois experimentos foram realizados no Municipio de Camutanga, Pernambuco,
objetivando avaliar relagdes entre a distribui¢do espaco-temporal dos nematoides
endoparasitas Meloidogyne e Pratylenchus e atributos biométricos, nutricionais e
enzimaticos da cana-de-agucar (cana-planta e cana-soca). As avaliac¢Oes, realizadas aos 6,
9 e 12 meses apds o plantio da cana (Area 1) e corte para renovacio da soca (Area 2),

fundamentaram-se na densidade populacional dos endoparasitas na raiz, altura, didmetro
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e numero de colmos da cana, teores de fosforo, potéssio, calcio e magnésio na folha e
atividade das enzimas ascorbato peroxidase e superoxido dismutase. Os dados foram
submetidos a analise descritiva e geoestatistica, gerando mapas de isolinhas por meio de
semivariograms teoricos ajustados as semivariancias dos dados. Os modelos esférico e
exponencial foram ajustados a maioria das variaveis avaliadas. Na area 1, os padrdes de
distribuicdo espaco-temporal de Meloidogyne e Pratylenchus diferiram ao longo do
tempo, tornando-se, no geral, mais homogéneos. O desenvolvimento da cana-soca na area
2 foi prejudicado por regides de alta densidade populacional de Pratylenchus, as quais

coincidiram com regiBes de baixos teores de potassio e magnésio.

Palavras-chave: fitonematoides, enzima oxidativa, nutricdo mineral, geoestatistica,

Saccharum

ABSTRACT

Silva, L. M. A., E. M. R. Pedrosa, T. F. S. Vicente, D. A. S. Leitdo, M. M. Rolim, and L.
M. P. Guimardes. 2017., 2017. Spatio-temporal relationship of Meloidogyne and
Pratylenchus with biometric, nutritional and enzymatic attributes of sugarcane.

Nematropica 41: 00-00.

Two field experiments were carried out in the city of Camutanga, Pernambuco, Brazil, to
evaluate relationships between the plant-parasitic nematodes Meloidogyne and
Pratylenchus and plant biometric, nutritional and antioxidant enzymes attributes of
sugarcane (plant cane and ratoon). Evaluations, carried out at 6, 9, and 12 months after
planting (Area 1) or ratoon cutting (Area 2), based on the endoparasites population level
in root, stalk height, stalk diameter, number of stalks and tillers, superoxide dismutase
and ascorbate peroxidase activity. Data were submitted to descriptive and geostatistical
analysis, generating isolines maps by means of theoretical semivariograms adjusted to the
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data semivariance. The spherical and exponential models were adjusted for most
variables evaluated. In Area 1, the spatial-temporal distribution patterns of Meloidogyne
and Pratylenchus differed over time, running to a more homogeneous trend along the
time. The ratoon development in Area 2 was affected by sites of high population density

of Pratylenchus, matching with the lower potassium and magnesium levels.

Key-words: plant-parasitic nematode, antioxidant enzyme, mineral nutrition,

Geostatistics, Saccharum

INTRODUCAO

A producdo de cana-de-agucar (Saccharum L.) desempenha um papel econémico e
social de grande importancia para o Brasil (Moraes et al., 2015), com destaque na producgéo
de acUcar e etanol (Dias et al., 2014). Acrescenta-se, a alta relevancia dessa graminea no
comércio global de produtos agricolas e o aumento de sua demanda com o consumo global de
sacarose ao longo de vérias décadas. Diante dessa tendéncia nos mercados mundiais, a cana-
de-agUcar precisa continuar a melhorar o rendimento, reduzindo os custos de producdo e o
impacto ambiental (Manners, 2011).

Embora o Brasil se destaque como o maior produtor mundial de cana-de-acUcar, tendo
colhido cerca de 642 milhdes de toneladas com uma produtividade média de 65 toneladas/ha
em 2015 (CONAB, 2015), os canaviais nordestinos apresentam baixa produtividade agricola,
a exemplo do Estado de Pernambuco que ficou abaixo da média nacional, com 52
toneladas/ha (CONAB, 2015). Esse panorama é consequéncia do acimulo de problemas
técnicos de campo, especialmente as fitonematoses, que se destacam por ocasionarem perdas
significativas e pelas limitagBes das técnicas de controle em reduzir, de forma eficiente, as

populacdes em areas infestadas (Novaretti, 2009).
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A despeito de varios géneros de nematoides se mostrarem patogénicos a cana-de-
acucar, Meloidogyne e Pratylenchus sdo os responsaveis pela maior parte das perdas na
cultura (Moura; Oliveira, 2009). Essas perdas ocorrem em consequéncia de mudancas
morfologicas e fisioldgicas no sistema radicular, prejudicando a absor¢éo e o transporte de
agua e de nutrientes (BARKER et al., 1998).

No solo, os nematoides endoparasitas sdo atraidos até a planta hospedeira por um
gradiente de concentracdo formado por exsudados radiculares, proporcionando um sinal de
reconhecimento (Ferraz; Monteiro, 2011). No entanto, estudos relacionados com a influéncia
da nutricdo mineral sobre as fitonematoses da cana-de-agucar sdo escassos, requerendo
elucidacéo sobre o papel de nutrientes chaves e sobre as formas pelas quais os nutrientes
podem reduzir a infeccdo, contribuindo para o adequado manejo populacional (Santana-
Gomes et al., 2013).

Estresses bidticos (parasitismo de micro-organismos) e abiéticos (flutuacbes de
temperatura, umidade e radiacdo solar) sofridos pelas plantas durante o ciclo de vida
estimulam diferentes respostas (De Wit, 2007) e mecanismos de defesa (enzimaticos e ndo
enzimaticos) (Barbosa et al., 2012). Compreender esses mecanismos € relevante para o
desenvolvimento de variedades resistentes (Nascimento; Barrigossi, 2014) e essencial para
um manejo mais eficiente e duradouro. Contudo, no campo, esses estresses nao ocorrem de
forma isolada. Ao contrério, ocorrem associados a varios fatores e em diferentes intensidades,
aumentando a complexidade do problema.

A correta identificacdo das espécies de nematoides presentes e a determinacao dos
niveis populacionais sdo fundamentais para que se defina o manejo adequado. Entretanto,
outros fatores, a exemplo do estado nutricional da cultura, constituem elementos importantes
para o sucesso efetivo do manejo. Além do mais, os nematoides se distribuem no campo de
forma agregada (Barker, 1985) e a geoestatistica € a ferramenta mais adequada para dados

com esse tipo de distribuicdo (Pinheiro et al., 2008). Os mapas de isolinhas criados apds a
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krigagem dos dados auxiliam no controle de nematoides e na melhoria da qualidade do solo,
pois torna mais facil a identificacdo de regies problematicas para o desenvolvimento da
cultura (Silva et al., 2008).

Diante do exposto, objetivou-se avaliar as relacdes entre a distribuicdo espaco-
temporal dos nematoides endoparasitas Meloidogyne e Pratylenchus e atributos biométricos,

nutricionais e enzimaticos da cana-de-agUcar (cana-planta e cana-soca).

MATERIAL E METODOS
Area de Estudo

O estudo foi conduzido em duas areas cultivadas com cana-de-agUcar, em manejo de
sequeiro, situadas no Municipio de Camutanga, Pernambuco, Brasil. A area 1 (A1)
(25°71'00"S, 91°85'24"W) era cultivada com cana-planta, variedade RB86-7515, e a area 2
(A2) (26°70'54"S, 91°95'12"W), com cana-soca, variedade RB 86-3129. A sele¢do das areas
fundamentou-se no histérico de nematoides fornecido pelas unidades produtoras. A regido é
caracterizada por clima tropical com chuvas de inverno e verao seco, tipo As, segundo
Kdppen, com temperatura média anual de 25,2 °C e precipitacdo média de 1.211 mm
(ALVARES et al., 2013). A precipitacdo no periodo de amostragem € representada na Figura
1.

Os solos das areas de estudo foram classificados como Argissolo Vermelho-Amarelo,
com composi¢do granulométrica média de 21% de argila, 11% de silte e 68% de areia (Al), e
Argissolo Amarelo distréfico com composicao granulométrica média de 16% de argila, 1% de
silte e 83% de areia (A2). O historico de adubacdo das areas é baseado em aplicagdes de
fertilizantes amoniacais.

Inicialmente, realizou-se o georreferenciamento das areas a partir da demarcacao do
seu perimetro, utilizando-se aparelho de GPS de navegacéo portatil. Posteriormente, uma
malha amostral foi gerada e sobreposta em cada area, com dimensdes 6 x 6 m, totalizando 36
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pontos, distantes entre si de 10 m. As amostras foram coletadas aos 6 (fevereiro de 2014, T6),
9 (maio de 2014, T9) e 12 (agosto de 2014, T12) meses apds o plantio da cana (Al) e corte

para renovacao da soca (A2).
Analise nematoldgica

Foram retiradas amostras de raiz, nas malhas amostrais, para as analises
nematoldgicas. Apos a coleta, as amostras de raiz foram acondicionadas em sacos plasticos
devidamente etiquetados e encaminhadas ao Laboratdrio de Fitonematologia, Departamento
de Agronomia, Universidade Federal Rural de Pernambuco. Os fitonematoides foram
extraidos por trituracéo rapida em liquidificador, seguido pelo método de flotacao centrifuga
em solucdo de sacarose de acordo com (Hussey and Barker 1973). A identificacdo dos

géneros foi efetuada segundo a chave de Mai et al. (1996).
Anélise biométrica

Para a andlise dos padrdes de crescimento da cana-de-agucar, medi¢des de variaveis
biométricas foram realizadas durante as trés amostragens, nas quais foram mensurados altura
do colmo, didmetro dos colmos no 3° nd, nimero de colmos e perfilhos. A altura do colmo foi
medida com auxilio de uma fita métrica a partir do solo até o colarinho da folha** e o

didametro do colmo dimensionado utilizando um paquimetro no ter¢co médio da planta.
Analise nutricional da planta

A diagnose foliar foi efetuada por amostragens da folha™® (Malavolta, 1992), contada
de cima para baixo, sendo cada amostra constituida de 3 folhas, coletadas aleatoriamente em
cada ponto amostrado. As amostras foram submetidas a secagem em estufa com circulagao
forcada de ar a 65 °C, moidas em moinho tipo Wiley, e o teor de nutrientes extraido por

digestédo nitroperclorica. O potassio foi determinado por fotometria de chama, o calcio e o
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magnésio, por espectrofotometria de absorc¢éo atdmica, e o fosforo foi quantificado por

espectrofotometria (Silva, 2009).

Andlise enzimatica da folha

Foram coletados, aos seis e aos nove meses, folhas de cana-de-agUcar para a analise da
atividade enzimaética. Para isto, utilizou-se a 3? folha (de cima para baixo) de cada planta que,
em seguida, foi envolvida em papel aluminio, mergulhada em nitrogénio liquido e transferida
para freezer a -26 °C, até o momento das analises enzimaticas.

O extrato das amostras foi preparado para as analises, pela homogeneizacao de 0,1 ¢
de matéria fresca em 4 mL do tampdo fosfato de sédio 0,1 M (pH 6,5) adicionado de 0,05 g
de polivinilpirrolidona (PVP). O homogenato foi centrifugado a 10.000 x g a 4 °C por 10
minutos (Zeraik et al., 2008) e coletado o sobrenadante. Com este, foram determinadas as
atividades das enzimas ascorbato peroxidase (APX) e superoxido dismutase (SOD)
(Giannopolitis; Ries, 1997).

A atividade da ascorbato peroxidase foi determinada pela adicdo de 0,1 mL do extrato
ao meio de reacdo, constituido por 2,7 mL de tampdo fosfato de potassio a 50 mM, pH 6,0, e
75 uL de acido ascorbico 0,8 mM. O consumo de ascorbato foi detectado pelo decréscimo da
absorbancia a 290 nm (Nakano; Asada, 1981).

A atividade da superdxido dismutase foi determinada de acordo com o método de
Giannopolitis e Ries (1977), tendo como base a capacidade da enzima em inibir a redugéo do
NBT (nitroblue tetrazolium) por radicais superoxido. Aliquotas de 100 uM do extrato foram
transferidas para tubos de ensaio contendo meio de reagcdo composto por tampé&o fosfato de
potéassio 50 mM (pH 7,8), EDTA 0,1 mM, metionina 13 mM e NBT 75 uM. A reac¢do foi
iniciada pela adi¢do de riboflavina 2 uM, seguido da iluminag¢ao do meio de reagdo com

lampadas fluorescentes de 30 W em caixa fechada. Apds 5 min, a reacdo foi interrompida
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pelo desligamento das luzes e as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro no

comprimento de onda de 560 nm.
Geoestatistica

A andlise descritiva (média, mediana, desvio padréo, coeficientes de variacao,
assimetria e curtose) foi realizada para descrever o comportamento das variaveis durante 0s
trés periodos de amostragem. Também foi realizada a anélise de distribuicédo espacial das
variaveis. Para efetuar esta analise, os dados relativos & nematofauna e a atividade enzimatica
foram transformados para log (x+1). O coeficiente de variacao foi classificado de acordo com
Warrick e Nielsen (1980) em baixo (CV < 12%), médio (12 < CV < 60%) e alto (CV > 60%).

Os dados foram avaliados quanto a distribuicdo normal por meio do teste de aderéncia
a normalidade de Kolmogorov-Smirnov a 5% de significancia. A analise geoestatistica foi
realizada com os dados obtidos nas diferentes épocas de amostragem, utilizando o programa
GEO-EAS (Geostatistical Environmental Assessment Software) (Englund; Sparks, 1991). A
analise da dependéncia espacial foi realizada por meio do ajuste do semivariograma classico
construido a partir da estimativa dos semivariancias (Equacédo 1) (JourneL; Huijbregts, 1978).

L

2N(h) ZF:l[z(xi "'h) Z(Xi)]2 Eq. 1

y(h) =

onde:
y(h) - é o valor da semivariancia estimada a partir dos dados experimentais;
Z(x; + h) e Z(x;) — S&o valores observados referentes as variaveis regionalizadas;
N(h) — NUmero de pares dos valores, separados pela distancia h.

Verificada a existéncia de tendéncia dos dados, uma superficie residual foi construida
pela diferenca entre uma superficie polinomial ajustada e os dados originais. Os residuos
passam a ser a variavel regionalizada que possui, localmente, médias iguais a zero (LANDIM,

2006), sendo, assim, ajustados semivariogramas experimentais aos residuos.
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Depois de gerados 0s semivariogramas experimentais, procedeu-se o ajuste dos dados
a um modelo tedrico, testando-se os mais comuns: esférico, exponencial e gaussiano, cujas

formulas (Equaces 2a e 2b, 3 e 4) encontram-se abaixo:

3
#h)=C, + Cl{l.S ¢ % - O.5(%J } parah <A (2a)
7h)=C,+T, h=A (2b)

7(h)=C, + Cl[l — exp— (%ﬂ o

J(h)=C, + Cl[l— exp— (%)2}

O grau de dependéncia espacial foi determinado de acordo com Cambardella et al.

(4)

(1994), observando a proporcao dos efeito pepita (Co) em relacdo ao patamar (Co+Cy),
considerando grau de dependéncia forte (GDE < 25%), moderado (25 > GDE < 75%) e fraco
(GDE >75%).

Os modelos ajustados foram submetidos a validag&o cruzada, utilizando-se o teste de
Jack-Knifing (Vauclin et al., 1983), observando os valores das médias préximas a zero e do
desvio padrdo proximo a unidade. Para a validagdo dos modelos, também foi observado o
valor do coeficiente de determinacgéo (R?). Os mapas de contorno, que representam a
distribuicao espacial das variaveis, foram elaborados com o auxilio do programa Surfer
Software (Golden Software, 1995), com base nos valores estimados por krigagem, realizada
com o programa GEO-EAS. Nos mapas, linhas proximas indicam regides com maior
variabilidade (heterogeneidade), enquanto linhas mais distantes representam menor

variabilidade, ou seja, maior homogeneidade de certos atributos (Oliveira, 2014).
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RESULTADOS

Estatistica descritiva

Os resumos estatisticos descritivos para nematoides da raiz, variaveis de crescimento,
enzimas e nutri¢cdo da cana-planta e cana-soca encontram-se na Tabela 1.

Na Al, aos seis, nove e 12 meses, as variaveis de crescimento apresentaram
distribuicdo normal de acordo com o Teste de Kolmogorov-Smirnov (KS), exceto o nimero
de perfilhos. Com relacéo as varidveis nematoldgicas, apenas Meloidogyne, aos 12 meses,
apresentou distribuicdo normal. Para variaveis nutricionais da planta, a maior parte das
variaveis apresentaram distribuicdo normal, com excecéo de potassio e fésforo aos nove
meses. Para as variaveis enzimaticas, o teste KS foi significativo para APX nos dois tempos
de coletas (T9 e T12), entretanto, SOD ndo apresentou distribuicdo normal em nenhuma das
épocas (Tabela 1).

Na A2, dentre as variaveis de crescimento, apenas o didmetro ndo apresentou
distribuicdo normal aos seis meses; aos nove meses, apenas a variavel numero de perfilhos
ndo apresentou distribuicdo normal, enquanto que, aos 12 meses, as variaveis altura e nimero
de perfilhos ndo apresentaram distribuicdo normal. Considerando as variaveis nematolégicas,
na A2, nenhum fitonematoide apresentou distribuicdo normal nos periodos de coleta das
amostras (Tabela 1).

O coeficiente de variacdo (CV) indica o grau de homogeneidade ou heterogeneidade
de determinada variavel na area de estudo. Fundamentado nos limites de CV propostos por
Warrick e Nielsen (1980), a variabilidade das variaveis estudadas oscilou de baixa (< 12%) a
alta (> 60%), sendo o menor valor atribuido a enzima APX (CV = 3,57%), na A2, aos noves
meses, € 0 maior valor, a Pratylenchus (336,51%), aos nove meses, na Al (Tabela 1).

Para as variaveis nutricionais da cana-de-agucar, na Al, com exce¢do de Mg (T6 e

T12), Ca(T9) e P (T9 e T12), as variaveis exibiram variabilidade média e baixa. Na A2, a
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maioria das variaveis também apresentaram variacdo de baixa a média, exceto as variaveis
nutricionais, aos 12 meses, que se mostraram com alta variabilidade (Tabela 1). As variaveis
de crescimento apresentaram variabilidade média a baixa, em ambas as areas, com excecéao do
diametro na A1, no T6. O mesmo ocorreu com as enzimas, que exibiram baixa ou média

variabilidade, nas duas areas amostradas (Tabela 1).

Estrutura espacial das variaveis nematolégicas e de crescimento, de nutri¢do e de enzimas da

cana-de-agucar

Os resultados da andlise geoestatistica para os fitonematoides, variaveis de
crescimento, enzimas e nutricao da planta em cana-planta e em cana-soca encontram-se na
Tabela 2. Na A1, Pratylenchus apresentou distribuicao aleatoria (efeito pepita puro) aos seis
meses, 0 que também foi observado com Meloidogyne aos seis e aos 12 meses. Na A2, com
Pratylenchus também néo apresentou dependéncia espacial, aos nove meses. Nas demais
épocas, nas duas areas estudadas, a distribuicdo espacial dos dois géneros de nematoides foi
ajustada ao modelo exponencial.

Ao longo dos periodos de amostragem, observaram-se mudancas no modelo ajustado
as variaveis nematologicas (Tabelas 2). Na Al, Meloidoyne apresentou modelo exponencial
aos seis meses; aos nove, se ajustou ao modelo esférico, e voltou a apresentar dependéncia
espacial ajustada ao modelo exponencial ao final do experimento. Na A2, 0 mesmo
comportamento foi observado para Pratylenchus, que iniciou ajustado ao modelo exponencial
e, ao fim das coletas, apresentou modelo esférico (Tabela 2).

As variaveis de crescimento e de nutricdo da cana-de-acUcar, em ambas as areas,
ajustaram-se ao modelo esférico seguido do exponencial. Na Al, ambas as enzimas se
ajustaram ao modelo esférico aos seis meses; aos hove meses, apenas a enzima APX se
ajustou ao modelo esférico, e a enzima SOD ndo apresentou dependéncia espacial aos nove

meses. Na A2, em ambos 0s periodos amostrados, ocorreu padrdo de distribuicao aleatdrio
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(efeito pepita puro) para as enzimas, ou seja, as amostras ndo mostraram dependéncia

espacial.

Alcance da dependéncia espacial e semivariogramas

Os semivariogramas tedricos para os fitonematoides, varidveis de crescimento,
nutrigdo e enzimas de cana-planta e cana-soca estdo representados nas Figuras 2-7. Em
consonancia com a Tabela 2, as varidveis que apresentaram dependéncia espacial foram
ajustadas aos modelos esférico, exponencial ou gaussiano. No entanto, algumas variaveis ndo
apresentaram dependéncia espacial, a exemplo da variavel Pratylenchus aos seis meses na
area 1 (Figura 2D) que mostra efeito pepita puro, o qual é denotado por uma reta paralela ao
eixo das abscissas, com alcance nulo (Shahbazi et al., 2013). Em ambas as areas (Figuras 2) e
em todas as varidveis nematologicas que apresentaram dependéncia, o grau de dependéncia
espacial foi forte ou moderado, conforme Cambardella et al. (1994).

O alcance da dependéncia espacial demonstra a maxima distancia que possibilita
identificar o padrdo de distribuicdo espacial de uma dada variavel (LIMA et al., 2014). Para
Meloidogyne, na Al, o alcance variou de 15,70m a 18 m, aos 12 e aos nove meses,
respectivamente (Figura 2 C, B); na A2, o alcance foi de 9,6 m no T9 (Figura 2-H). Para
Pratylenchus, na A1, o alcance variou de 10,15 a 30 m, aos nove e aos 12 meses, de modo
respectivo (Figura 2 E, F) e, na A2, o alcance variou de 8,2 a 12,59 m, para T6 e T12,
respectivamente (Figura 2 J, M).

Para as variaveis de crescimento, 0 menor e 0 maior alcance foram encontrados para
didmetro e numero de perfilhos, 12,19m (T12) e 47,74 m (T12), respectivamente, na Al
(Figura 3 F, M). Na A2, o menor e o maior alcance foram observados para a variavel
didmetro, com alcance variando de 11,50m (T9) a 23,08 m (T12) (Figura 4 E, F),
respectivamente. Para as variaveis nutricionais, os alcances variaram de 15,95 (T9) a 48,40 m

(T9) na A1, para fdsforo e calcio, respectivamente (Figura 6 B, E), enquanto, na A2, 0s
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menores e maiores alcances foram registrados para o calcio, que variaram de 10,50 (T6) a
25,73 m (T12) (Figura 7 D, F). O alcance para as enzimas, na Al, variou de 11,00 m (T6)
para SOD e 17,93 m (T6) para APX (Figura5 C, A).

Com relacdo as épocas de amostragem, os alcances de Meloidogyne (A1) aumentaram
da primeira para segunda época de amostragem (Figura 2 A, C), como também os de
Pratylenchus (A2) (Figura 2 J, M). De forma semelhante, também foi observada maior
homogeneidade das variaveis altura e diametro (Figura 4-A, C, D, E) com o0 aumento do
alcance ao longo do tempo na A2.

Mapas das areas estudadas

Nos mapas de isolinhas, observam-se regifes com maior densidade populacional de
fitonematoides (Figura 8), maior concentracdo de varidveis de crescimento (Figura 9), de
teores de nutrientes (Figuras 10) e de enzimas (Figura 10) da planta, indicadas por manchas
escuras.

A altura e o diametro, aos 12 meses na Al (Figuras 11B e 12C), se concentram nas
regides de menor densidade de Meloidogyne e Pratylenchus (Figuras 10C e 10E). Na A2, aos
seis meses, as variaveis diametro do colmo (Figura 9 I), nimero de perfilhos (Figura9 O) e
namero de colmos (Figura 9 M) se concentraram em regifes de menor populagéo de

Pratylenchus (Figura 8 G).

DISCUSSAO

Apesar de alguns dados nao apresentarem normalidade, a analise geoestatistica pode
ser realizada, no entanto, os dados que seguem distribuicdo normal fornecem maior precisao
nas estimativas da krigagem (lsaaks; Srivastva, 1989; Cressie, 1991).

Os altos valores de CV das variaveis nematoldgicas, em ambas areas estudadas,

podem ser explicados pelas grandes diferencas entre os valores maximos e minimos em seu
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conjunto de dados, ou seja, ha uma maior dispersao dos dados em relacdo a média, sugerindo
maior heterogeneidade da variavel (Frogbrook et al., 2002).

A alta variabilidade é frequentemente relatada em estudos com nematoides (Cardoso
etal., 2012; Oliveira, 2014; Leitdo, 2015). Os padrdes de distribuicdo espacial de nematoides
sdo geridos por macro e microcomponentes, em que 0 componente macro é influenciado por
variaveis ambientais, de formacao do solo e vegetativos; enquanto que 0 micro esta
relacionado ao ciclo de vida, a habilidade de disperséo e ao habito alimentar do proprio
nematoide (Arieira, 2012). Isso explica a distribuicdo heterogénea dos fitonematoides no
campo, nos diferentes periodos de amostragem, nas areas estudadas.

Para a maioria das variaveis nutricionais estudadas, observaram-se variabilidades
média e baixa. Esses resultados corroboram com os obtidos por Bernardi et al. (2002),
demonstrando, assim, que os teores foliares de nutrientes para uma mesma espécie vegetal
tendem a se manter dentro de uma determinada faixa de variacéo.

Sugere-se que essa grande variacdo nas épocas de coletas pode ter ocorrido pelos
fatores abidticos que podem interferir no processo de absor¢édo pela planta. Segundo
Berndtsson e Bahri (1995), as propriedades quimicas do solo, tipo de planta, propriedades
genéticas e variaveis do solo (disponibilidade de 4gua, concentracdo dos solutos, etc.) podem
afetar significativamente a variabilidade quimica na planta. Camelo et al. (1994) também
relataram a interferéncia de fatores abidticos na distribuicdo do fosforo absorvido pelas
plantas. Esses fatores podem ser divididos em externos (disponibilidade do nutriente, aeracao,
temperatura, o préprio elemento, interacdo com outros ions, pH, micorrizas e rizosfera) e
internos (potencialidade genética, estado idnico interno, nivel de carboidratos, intensidade
transpiratoria, morfologia das raizes) (Malavolta et al., 1997).

A distribuigdo aleatoria encontrada nas variaveis nematologicas se deve,
principalmente, a escala de amostragem utilizada (Oliveira, 2014), ou seja, 0 espagamento

utilizado néo foi satisfatorio para caracterizar a distribuicdo espacial dos nematoides parasitos
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de planta. Sugere-se, entdo, a utilizacdo de menor distancia entre pontos em trabalhos futuros
para determinar a distribuicdo espacial. No entanto, ainda ndo ha um espacamento étimo para
caracterizacdo da dependéncia espacial de nematoides, visto que Hua et al.{2008)
evidenciaram efeito pepita puro para nematoides com espacamento amostral de 2 m. A
distribuicéo aleatdria de nematoides também foi relatada por outros autores (Oliveira, 2014;
Cardoso et al., 2012; Dinardo-Miranda; Fracasso, 2010).

Ao longo dos periodos de amostragem, observaram-se mudancas no modelo ajustado
as variaveis nematologicas. Este fendmeno pode ter ocorrido por causa da influéncia de
fatores abidticos, tais como a pluviosidade, que diferiu nos periodos de nove e 12 meses de
amostragem. No entanto, em ambas as areas estudadas, padrdes de distribuicdo espacial dos
nematoides foram ajustados, em sua maioria, ao modelo exponencial. Porém, em estudos
geoestatisticos, 0 comportamento de nematoides é melhor ajustado ao modelo esférico
(Oliveira, 2014; Leitdo, 2015), que se aplica a atributos com alta continuidade espacial ou
menos erraticos a curtas distancias (Isaaks; Srivastava, 1989).

As variaveis de crescimento e de nutricdo da cana-de-agUcar, nas areas estudadas,
ajustaram-se ao modelo esférico seguido do exponencial. Bernardi et al. (2002) também
encontraram ajustes de semivariogramas a esses dois modelos quando estudaram os teores
foliares de nutrientes em soja, o que evidencia que os modelos esférico e exponencial podem
ser utilizados para explicar a distribuicdo temporal dessas variaveis.

As variaveis nematoldgicas tiveram significativas variagcdes quanto ao alcance e
dependéncia espacial ao longo do estudo. Outros estudos também mostram diferencas no
valor do alcance e dependéncia espacial de nematoides, indicando que o manejo imposto na
area, textura do solo e regime de precipitacao local promovem maior ou menor influéncia para
esses patogenos (Oliveira, 2014; Viketoft, 2013). A variacdo na ocorréncia de chuvas ao

longo do periodo de amostragem (Figura 1) corrobora essa oscilacdo dos atributos avaliados.
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Os alcances de Meloidogyne (A1) e de Pratylenchus (A2) aumentaram da primeira
para a segunda época de amostragem. Esse comportamento demonstra que 0s géneros de
fitonematoides estudados tornaram-se mais homogéneos ao longo dos periodos de
amostragem. O aumento de alcance para ambos 0s nematoides coincide com 0 aumento nos
niveis de pluviosidade, provavelmente, criando regides com melhores condicdes de
sobrevivéncia desses fitonematoides durante as segunda e terceira coletas em ambas as areas.

Tambeém foi observada maior homogeneidade das variaveis de crescimento altura e
diametro na A2. Infere-se que as boas condic¢des nutricionais e fatores ambientais tenham
favorecido o bom funcionamento da planta. De modo geral, quanto melhor o estado
nutricional da planta, mais tolerante ela ficara ao parasitismo dos fitonematoides e,
consequentemente, apresentam melhor desenvolvimento. Essa tolerancia pode ainda ser
favorecida pelo efeito da nutricdo mineral sobre as estruturas anatdbmicas da planta como, por
exemplo, modificacdo da espessura das células epidérmicas e da cuticula, parede celular com
maior ou menor grau de silificacdo, suberizacéo e lignificacdo (Marschner, 1997).

As variaveis altura e didmetro dos colmos, na Al, aos 12 meses se concentram nas
regides de menor densidade de Meloidogyne e Pratylenchus. Quando na presenca de
fitonematoides, as plantas de cana-de-agUcar reduzem suas caracteristicas biométricas, como
altura da planta, além da queda no numero de perfilhos e colmos malformados (Hemaprabha
et al., 2004).

As variaveis diametro do colmo, nimero de perfilhos e nimero de colmos, aos seis
meses na A2, se concentraram em regides de menor populacgdo de Pratylenchus, o que sugere
que os nutrientes calcio e magnésio, presentes nesse mesmo periodo, influenciaram, de forma
positiva, o desenvolvimento da cultura, e favoreceu a competicao contra esses fitopatogenos.

Em solos que favorecam a nutricdo equilibrada da planta hospedeira, a resisténcia e,
ou tolerancia da planta pode ser aumentada, dificultando a penetracdo e o desenvolvimento

dos nematoides (Zambolim et al., 2005). Asano e Moura (1995), estudando a severidade da
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meloidoginose causada por M. incognita raca 1 na cultura da cana-de-agtcar em solos

arenosos, verificaram que, com a reducéo significativa do fitonematoide, houve maior

disponibilidade de macronutrientes. Oliveira et al. (2012), ao avaliarem o efeito de diferentes

doses de silicato de calcio e magnésio sobre a reproducdo de M. javanica e sobre 0
desenvolvimento de mudas de bananeira ‘Prata Ana’, observaram que a reproducéo do
fitonematoide foi afetada por aplicacGes de diferentes doses de nutrientes e que estes
proporcionaram incremento na matéria seca do rizoma.

Com o presente trabalho, pode-se concluir que os padrdes de distribuicdo espaco-
temporal de Meloidogyne e de Pratylenchus na Al diferem com a época de amostragem,
tornando-se mais homogéneos ao longo do tempo. O desenvolvimento da cana-soca foi
prejudicado por regides de alta densidade populacional de Pratylenchus, coincidentes com
regides de baixos teores de K e Mg.

Dentre os nutrientes absorvidos pela planta, o calcio apresentou maior zona de

influéncia em ambas as areas, caracterizada pelos altos valores de alcance. Além disso, a

dependéncia espacial dos nutrientes, no geral, foi mais representativa na area com cana-soca,

gerando-se mapas durante todo o periodo experimental. O mapeamento das enzimas APX e

SOD mostra que a pluviosidade exerce influéncia na expressao das mesmas. Em condicGes de

baixa pluviosidade, foi possivel identificar dependéncia espacial das enzimas (Al), as quais
foram mais expressivas; contudo, as enzimas nao apresentaram dependéncia espacial na A2,

onde houve maior pluviosidade.
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1  Tabela 1. Estatistica descritiva dos nematoides em raiz, variaveis de crescimento, nutricao e

2 enzimas em cana-planta e em cana-soca em diferentes épocas de amostragem

Var Max Min  Média Mediana Curt Assimetria CV(%) DP KS

Area 1

T6

Alt 50,00 17,00 33,12 3450 -051 -0,20 2426 8,04 *
Diam 3,63 2,20 2,57 2,53 12,21 2,67 9,00 023 *
Col 7,67 4,00 5,85 6,00 -0,63 -0,10 16,70 098 *
Perf 7,33 1,67 3,69 3,67 1,70 0,91 3155 1,16 ns
Melo 2,60 0,00 1,68 1,91 1,38 -1,54 4427 0,74 ns
Praty 2,15 0,00 1,10 1,49 -1,68 -0,42 7855 0,86 ns
Ca 0,34 0,01 0,14 0,13 0,83 0,93 55,88 0,08 *

Mg 19,75 1,07 2,83 2,34 34,48 5,81 103,68 2,93 *

K 7,81 5,09 6,54 6,52 0,86 -0,33 8,59 056 *

P 5,71 1,09 2,82 2,48 0,22 0,89 4199 118 *

APX 4,35 3,04 3,89 3,93 2,23 -1,43 7,09 028 *

SOD 2,89 1,74 2,35 2,41 1,04 -1,01 9,58 0,23 ns
T9

Alt 9433 43,33 61,99 63,17 0,98 0,70 18,07 11,20 *

Diam 2,87 2,13 2,54 2,55 -0,23 -0,44 7,13 0,18 *

Col 13,67 8,00 11,32 11,33  -0,02 -0,23 1142 129 *
Perf 1,67 0,00 0,64 0,67 -0,35 0,49 73,12 0,47 Ns
Melo 2,34 0,00 1,47 1,65 0,80 -1,29 46,03 0,68 Ns
Praty 0,46 0,00 0,04 0,00 8,42 3,15 336,51 0,12 Ns

Ca 0,57 0,00 0,17 0,09 0,27 1,31 11392 0,19 *
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Mg 2,23 1,05 1,43 141 2,44 1,24 17,13 0,24 *
K 9,76 1,64 7,96 8,07 15,60 -3,32 16,44 131 ns
P 7,31 0,69 2,81 2,14 0,90 1,21 61,44 1,73 ns

APX 4,34 3,56 3,90 3,89 0,05 -0,19 4,20 0,16 *
SOD 2,60 0,93 2,10 2,04 0,68 -0,59 16,97 0,36 ns
T12
Alt 197,67 106,33 164,13 163,50 2,80 -1,28 1163 19,09 *
Diam 22,33 2,10 3,07 2,53 35,73 5,97 107,63 3,31 *
Col 2233 12,33 17,94 18,00 0,79 -0,69 1193 2,14 *
Perf 9,67 2,33 5,53 517 0,14 0,69 32,60 1,80 ns
Melo 3,40 0,00 1,97 2,01 1,45 -1,07 4295 0,85 *
Praty 3,88 0,00 2,08 2,21 1,69 -1,05 4281 0,89 ns

Ca 0,46 0,17 0,30 0,28 -0,47 0,27 22,47 0,07 *

Mg 9,43 0,79 2,22 1,56 9,28 2,71 75,42 1,68 *
K 12,17 6,53 9,27 9,29 -0,07 0,16 1305 1,21 *
P 4,55 0,10 1,65 1,35 -0,40 0,66 71,30 1,18 *

Area 2
T6
Alt 134,00 68,67 99,07 98,67 -0,57 0,15 1787 17,70 *
Diam 2,67 1,93 2,27 2,30 -0,58 -0,07 7,97 0,18 ns
Col 12,33 5,67 9,38 9,67 -0,19 -0,55 16,69 1,57 *
Perf 7,33 1,00 2,62 2,33 10,39 2,64 40,81 1,07 *
Melo 2,70 0,00 1,48 1,78 -0,91 -0,79 62,52 093 ns
Praty 2,16 0,00 1,13 1,50 -1,56 -0,53 7424 0,84 ns
Ca 0,89 0,26 0,59 0,61 0,11 -0,22 25,00 0,15 *
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Mg 2,53 0,19 1,16 1,13 1,81 0,60 40,47 047  *
K 4,18 2,60 3,34 3,31 0,84 0,40 10,12 0,34 *
P 7,67 1,29 4,06 4,38 -0,13 -0,09 36,12 1,47 ns

APX 4,25 3,35 3,91 3,88 0,03 -0,29 5,13 0,20 ns
SOD 2,60 1,77 2,45 2,54 4,35 -2,13 824 020 ns
19
Alt 118,00 48,67 78,58 76,33  -0,54 0,22 2202 1731 *
Diam 2,77 2,03 2,40 2,35 -0,88 0,11 824 020 *
Col 1433 733 11,72 11,67 0,16 -0,42 1384 162 *
Perf 3,00 0,67 1,40 1,33 0,18 0,76 41,42 0,58 ns
Melo 2,21 0,00 1,46 1,72 0,65 -1,41 4831 0,71 ns
Praty 2,06 0,00 1,14 1,27 -0,50 -0,83 58,58 0,67 ns

Ca 0,98 0,26 0,48 0,48 2,66 1,16 30,34 0,15 ns

Mg 7,18 0,39 1,17 1,04 31,01 5,38 91,33 1,07 *
K 4,49 2,26 3,78 3,93 2,42 -1,40 13,04 049 *
P 36,42 1,67 4,35 3,42 31,69 5,48 130,13 5,66 ns

APX 4,28 3,78 4,06 4,07 -1,17 -0,17 3,57 0,14 *
SOD 261 1,73 2,33 2,49 -0,62 -0,92 1156 0,27 ns
T12
Alt 132,00 69,67 99,75 102,33 -0,91 -0,12 127,65 16,66 ns
Diam 2,92 1,70 2,15 2,13 2,26 0,74 9298 0,23 *
Col 18,00 12,67 15,90 16,00  -0,35 -0,53 11322 133 *
Perf 5,33 0,67 2,31 2,17 0,20 0,62 231,33 1,07 ns
Melo 3,00 0,00 1,66 1,77 1,04 -0,73 181,13 0,70 ns
Praty 2,15 0,00 0,69 0,00 -1,68 0,40 191,17 0,80 ns
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Ca 0,72 0,25 0,45 0,43 0,29 0,47 119,37 0,11 ns
Mg 1,56 0,31 0,84 0,86 0,79 0,22 119,38 0,25 ns
K 4,79 3,49 4,08 4,05 -0,79 0,30 112,12 0,33 *

P 8,68 1,97 4,82 4,89 0,07 0,12 86,46 160 *

Var: Variaveis; Alt: Altura; Diam: Diadmetro; Col: Colmo; Perf: Perfilho; Melo: Meloidogyne sp.;
Praty: Pratylenchus sp.; Apx: Ascorbato peroxidase; Sod: Superoxido dismutase; Ca: Célcio; Mg:
Magnésio; K: Potassio; P: Fosforo; Max: maximo; Min: minimo; Curt: curtose; CV: Coeficiente de
Variacdo; DP: Desvio Padrao; KS: Teste de aderéncia & normalidade de Kolmogorov-Smirnov com
significdancia a 1%. Os dados de Melo, Praty, Apx e Sod foram transformados em log (x+1.); Al: Area
de Livravamento (cana-planta); A2: Area de Jatilica (cana-soca); T6 - aos seis meses, T9 — aos nove

meses, T12 — aos doze meses
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2

3

Tabela 2. Parametros dos semivariogramas teéricos, grau de dependéncia espacial (GDE) e

validacao cruzada (Jack-Knifing) das variaveis de crescimento, nutri¢cdo e enzimas em cana-de-

acucar em duas areas e diferentes tempos amostrais.

Co/(Co+C1) Jack-Knifing
Var Modelo Co C1 a(m) R? GDE
(%) Média DP
Area 1
T6
Melo Exponencial 0,252 0,401 16,591 0,562 38,591 Mod. 0,021 1,071
Praty Efeito Pepita Puro
Alt  Esférico 42,988 21,197 17,11 0,246 66,975 Mod. -0,025 1,013
Diam Efeito Pepita Puro
Colm Exponencial 0,713 0,296 14,805 0,787 70,664 Mod. 0,029 0,893
Perf Efeito Pepita Puro
P Efeito Pepita Puro
Ca Efeito Pepita Puro
Mg Esférico 0,115 0,066 18 0,404 63,536 Mod. 0,058 0,989
K Efeito Pepita Puro
APX Esférico 0,047 0,029 17,931 0,026 61,842 Mod. -0,023 1,143
SOD Esferico 0,002 0,049 11 0,028 3,922 Forte 0,003 1,047
T9
Melo Esférico 0,09 0,37 18 0,771 19,565  Forte 0,003 1,025
Praty Gaussiano 0,004 0,012 10,158 0,601 25,000 Mod. 0,041 1,044
Alt  Efeito Pepita Puro
Diam Efeito Pepita Puro
Colm Efeito Pepita Puro
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Perf Efeito Pepita Puro

P Esferico 1,827 1,249 1595 0,85 59,395 Mod. 0,001 1,12
Ca Esferico 0,021 0,021 48,406 0,995 50,000 Mod. 0,024 1,049
Mg Efeito Pepita Puro
K  Efeito Pepita Puro
APX Esferico 0,014 0,014 14,899 0,34 50,000 Mod. 0,024 0,968
SOD Efeito Pepita Puro
T12
Melo Exponencial 0,485 0,279 15,707 0,836 63,482 Mod. 0,018 0,92
Praty Exponencial 0,2 0,735 30 0,711 21,390 Forte 0,019 1,127
Alt  Esférico 213,86 172,48 15877 0,699 55,356 Mod. 0,008 1,01
Diam Gaussiano 0,023 0,019 12,193 0,97 54,762 Mod. 0,057 0,914
Colm Efeito Pepita Puro
Perf Esférico 1,756 1,672 47,744 0,95 51,225 Mod. 0,068 1,148
P Efeito Pepita Puro
Ca Efeito Pepita Puro
Mg Efeito Pepita Puro
K Efeito Pepita Puro
Area 2
Co/(Co+C1) Jack-Knifing
Var Modelo Co C1 a (m) R? GDE
(%) Média DP
T6
Melo Efeito Pepita Puro
Praty Exponencial 0,17 0,4 8,265 0,784 29,825 Mod. -0,016 1,082
Alt  Exponencial 136,08 174,793 12,027 0,953 43,774 Mod. -0,026 0,883
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Diam Exponencial 0,022 0,014 15,008 0,917 61,111 Mod. 0,008 0,964
Colm Gaussiano 1,131 1,543 22,319 0,996 42,296 Mod. -0,018 0,932
Perf  Esférico 0,212 0,322 12,997 0,822 39,700 Mod. -0,044 1,449
P Efeito Pepita Puro
Ca Esférico 0 0,024 10,5 0,662 0 Forte -0,044 0,979
Mg  Exponencial 0,071 0,161 10,996 0,864 30,603 Mod. 0,067 1,078
K Esférico 0,041 0,081 22,908 0,74 33,607 Mod. 0,024 1,193
APX Efeito Pepita Puro
SOD Efeito Pepita Puro
T9
Melo Exponencial 0,092 0,386 9,645 0,917 19,247 Forte 0,04 1,145
Praty Efeito Pepita Puro
Alt Esférico 79,668 209,356 13,918 0,955 27,564 Mod. -0,045 1,004
Diam Esférico 0,017 0,023 11,5 0,846 42,500 Mod. 0,07 1,064
Colm Exponencial 1,793 1,13 20,309 0,958 61,341 Mod. 0,001 0,92
Perf  Efeito Pepita Puro
P Efeito Pepita Puro
Ca Efeito Pepita Puro
Mg  Efeito Pepita Puro
K Esférico 0,078 0,19 13,501 0,454 29,104 Mod. 0,028 0,998
APX Efeito Pepita Puro
SOD Efeito Pepita Puro
T12
Melo Efeito Pepita Puro
Praty Esférico 0,414 0,262 12,595 0,544 61,243 Mod. 0,046 1,013
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Alt Exponencial 120,94 196,785 15,605 0,965 38,059 Mod. -0,003 0,994
Diam Esférico 0,016 0,039 23,089 0,947 29,091 Mod. 0,019 1,087
Colm Efeito Pepita Puro
Perf  Efeito Pepita Puro
P Efeito Pepita Puro
Ca Gaussiano 0,009 0,013 25,739 0,961 40,909 Mod. -0,058 1,087
Mg  Efeito Pepita Puro

K Esferico 0,031 0,088 14,107 0,898 26,050 Mod. -0,008 1,009

Var: variaveis; Melo: Meloidogyne sp.; Praty: Pratylenchus sp.; Alt: Altura; Diam: Diametro; Col:
Colmo; Perf: Perfilho; Ca: Calcio; Mg: Magnésio; K: Potassio; P: Fésforo; APX: Ascorbato
peroxidase; SOD: Superdxido dismutase; Co — Efeito pepita; C; — Soleira; a— Alcance; R? — Coeficiente
de determinacdo; DP — Desvio padrao. Valores orginais de nematoides e enzimas foram transformados

para log(x+1).
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Figura 1. Distribuicdo das chuvas nas areas de cultivo de cana-planta e de cana-soca durante o

periodo experimental.
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Figura 2. Semivariogramas tedricos para fitonematoides endoparasitas em cana-de-agucar na

Area 1, aos seis, nove e 12 meses ap0s o plantio e na Area 2, aos seis, nove e 12 meses ap0s 0

corte.
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Figura 3. Semivariogramas tedricos para variaveis biométricas em cana de agucar, na Area 1,

aos seis, nove e 12 meses apos o plantio.
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Figura 4. Semivariogramas teéricos para variaveis biométricas em cana-de-actcar na Area 2,
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Figura 5. Semivariogramas tedricos para as enzimas ascorbato peroxidase (APX) e superdxido
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Figura 6. Semivariogramas tedricos para os nutrientes fosforo (P), calcio (Ca), magnésio (Mg),

potassio (K) em plantas de cana-de-actcar na Area 1, aos seis, nove e 12 meses ap6s o plantio.
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Figura 7. Semivariogramas tedricos para os nutrientes Fosforo — P, Célcio — Ca, Magnésio —
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Figura 8. Mapas de isolinhas para fitonematoides endoparasitas em cana-de-agticar na Area 1 e

2 durante as épocas de amostragem.
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Figura 10. Mapas de isolinhas para as enzimas ascorbato peroxidase (APX), superoxido

dismutase (SOD), para os nutrientes fosforo (P), Calcio — Ca, e Magnésio — Mg na Area 1 e

célcio (Ca) e Potassio — K em plantas de cana-de-aclicar na Area 2 durante as épocas de

amostragem.
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CAPITULO V

Conclusoes Gerais



CONCLUSOES GERAIS

P, K, Ca e Mg influenciam favoravelmente as plantas de cana-de-actcar em relacdo as
populacbes de Meloidogyne e Pratylenchus as quais se apresentam positivamente

associadas aos parametros de crescimento da cultura;
As enzimas SOD e APX afetam a cana-de-acucar diminuindo o dano oxidativo a planta;

Os padrdes de distribuicdo espaco-temporal de Meloidogyne e Pratylenchus na Al

tornam-se mais homogéneos ao longo do tempo;

O mapeamento de alguns nutrientes na Al, bem como das enzimas APX e SOD em
ambas as areas, foi comprometido pela pluviosidade e outros fatores ambientais ndo

contemplado neste estudo.
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