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Ativadores de defesa no controle de Pratylenchus brachyurus em milho (Zea
mays)

RESUMO GERAL

A espécie Pratylenchus brachyurus tem sido rotineiramente relatada no pais em areas produtoras
de soja e milho, causando perdas na produtividade destas culturas. Seu controle é dificultado devido
a ampla gama de hospedeiros e seu carater endoparasita migrador no sistema radicular, dificultando
0 contato direto de produtos destinado a seu controle. A inducdo de resisténcia tem sido observada
em varios patossistemas envolvendo nematoide-plantas, mostrando-se eficaz no controle destes
patdgenos, pois atua sobre a planta, ativando seus mecanismos de resisténcia. Logo, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de compostos quimicos e organicos na ativacdo de
defesa a P. brachyurus em milho. No primeiro capitulo estudou-se a acdao dos produtos Bion 500
WG® (ASM; Syngenta), Ecolife® (Biomassa citrica; Quinabra) e Phytogard Manganés® (fosfito de
manganés; Sttoler) aplicados na parte aérea de plantulas de milho, em relacdo ao controle deste
nematoide. Para isso, plantula de milho cv. AL Bandeirante e cv. GNZ 2005, suscetivel e resistente
a P. brachyurus, respectivamente, foram semeadas em vasos de 1,5 L contendo solo e areia (2:1;
v:v) autoclavado. Dez dias apds a germinagdo, as plantulas foram inoculadas com 1000 espécimes
de P. brachyurus. As mesmas foram pulverizadas separadamente, com os produtos sete e um dia
antes da inoculagdo e sete dias ap6s a inoculagdo, nas doses de 0,5 g L™ (Bion 500 WG®); 20 mL
Lt (Ecolife®) e 1,5 mL L (Phytogard Manganés®) de agua. Sessenta dias apds aplicacdo dos
produtos, as plantas foram avaliadas quanto aos parametros vegetativos e nematoldgicos. J& no
segundo capitulo, estudou-se a agdo do ASM aplicado na parte aérea de plantulas de milho cv. AL
Bandeirantes. Para este experimento, a semeadura foi realizada em vasos de 700 mL e dez dias
apos a germinacdo, as plantulas foram submetidas a quatro tratamentos: plantulas inoculadas com
P. brachyurus e tratadas com ASM (IT), plantas inoculadas e ndo tratadas (INT), plantas ndo
inoculadas e tratadas (NIT) e plantas nédo tratadas e ndo inoculadas (NINT). As plantas tratadas
foram pulverizadas com ASM na dose de 0,5 g L de 4gua do produto comercial (Bion 500 WG®),
enguanto as plantas inoculadas receberam uma populacdo de 800 espécimes do nematoide no
mesmo dia dos tratamentos com ASM. A cada cinco (experimento 1) e dois dias (experimento 2),
as plantas foram retiradas dos copos e a raizes lavadas. Retirou-se aproximadamente 0,5 g de tecido

foliar e radicular para a realizacdo das analises enziméticas. Aos 30 e 60 dias apos inoculagéo,
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cinco plantas dos tratamentos inoculados (IT e INT), foram retiradas e avaliadas quanto aos
parametros vegetativos e nematoldgicos. Avaliou-se a atividade das enzimas peroxidase (POX),
polifenoloxidase (PPO), fenilalanina amdnia-liase (PAL) ¢ p-1,3-glucanase (GLU). Para o terceiro
capitulo utilizou-se de metodologia semelhante ao apresentado no capitulo dois, porém sendo
avaliado apenas os tratamentos inoculados, com e sem ASM, nos mesmos periodos anteriores.
Entretanto, neste caso, as raizes foram submetidas ao processo de coloracdo com fucsina acida,
sendo avaliado o nimero de espécimes, ovos e total de nematoides (espécimes + ovos), assim como
mensurou-se 0 comprimento das espécimes estendidas para avaliar o desenvolvimento dos
mesmaos.

Em experimento realizado no primeiro capitulo observou-se que o ASM foi eficiente em reduzir a
populacdo do nematoide em ambas cultivares. Ecolife® promoveu reducdo do nematoide na
cultivar suscetivel; enquanto os resultados para o fosfito de manganés foram variaveis. De forma
geral, os produtos ndo apresentaram efeito aditivo sobre o desenvolvimento da planta, sendo
significativo apenas para o fator cultivar. No capitulo dois, o ASM foi novamente eficiente em
reduzir a populacdo do nematoide nas raizes de milho, assim como ndo apresentou diferenca
significativa sobre os parametros vegetativos. Na parte aérea, com excecao da enzima PAL, todas
enzimas apresentaram maior atividade nas plantas tratadas com ASM. Alem disso, foi possivel
observar maior atividade de todas as enzimas nas raizes de milho, principalmente aos cinco e seis
dias ap0s tratamento em plantas pulverizadas com o produto. Para o capitulo trés, pode-se observar
reducdo no numero de espécimes e ovos no sistema radicular das plantas tratadas com ASM aos 8
e 10 DAT. Com relagéo aos desenvolvimentos, verificou-se aumento na proporcao de espécimes
em estagio inicial de desenvolvimento e menor proporcao de espécimes apresentando entre 0,5 a
0,65 mm de comprimento em plantas tratadas com ASM em comparagao ao controle.
Palavras-chave: Nematoides das lesGes radiculares. Manejo alternativo. Inducédo de resisténcia.

Enzimas relacionadas a defesa.



Defense activators to control of Pratylenchus brachyurus in maize (Zea
mays)

ABSTRACT OVERVIEW

Pratylenchus brachyurus specie have been routinely reported in soybean and maize producing
areas of Brazil causing losses in the productivity of these crops. Its control is hampered due to the
wide range of hosts and its endoparasite character in the root system, making it difficult to direct
contact of products destined to its control. Resistance induction has been observed in several
nematode-plant pathosystems, proving to be effective in the control of these pathogens, since it
acts on the plant, activating its resistance mechanisms. Therefore, the present work aimed to
evaluate the effect of chemical and organic compounds in the defense activation in maize to P.
brachyurus. In the first chapter, we studied the action of Bion 500 WG® (ASM; Syngenta), Ecolife®
(Citric biomass; Quinabra) and Phytogard Manganés® (manganese phosphite; Sttoler) products,
applied on aerial part of maize seedlings, in the control of this nematode. For this, corn seedlings
cv. AL Bandeirante and cv. GNZ 2005, susceptible and resistant to P. brachyurus, respectively,
were sown in 1.5 L pots containing soil:sand (2:1; v:v) autoclaved. Ten days after germination, the
seedlings were inoculated with 1000 specimens of P. brachyurus. They were sprayed separately
with the products seven and one day prior to inoculation and seven days after inoculation at the
doses of 0.5 g L! (Bion 500 WG); 20 mL L (Ecolife®) and 1.5 mL L (Phytogard Manganés®)
of water. Sixty days after application of the product, the plants were evaluated for vegetative and
nematological parameters. In the second chapter, we studied the action of ASM applied on aerial
part of corn seedlings cv. AL Bandeirantes. For this experiment, corn seeds were sown in 700 mL
cups and ten days after germination, the seedlings were submitted to four treatments: plants
inoculated with P. brachyurus and treated with ASM (IT), inoculated and untreated plants (INT),
uninoculated and treated plants (NIT) and untreated and uninoculated plants (NINT). The treated
plants were sprayed with ASM commercial product at the dose of 0.5 g L™ of water, while the
inoculated plants received a population of 800 nematode specimens at the same day of the ASM
treatments. Every five (experiment 1) and two days (experiment 2), the plants were removed from
the cups and their roots washed. Approximately 0.5 g of foliar and root tissue were collected for

the enzymatic analyzes. At 30 and 60 days after inoculation, five plants of the inoculated treatments
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(IT and INT) were removed and evaluated the vegetative and nematological parameters. The
activity of the enzymes peroxidase (POX), polyphenol oxidase (PPO), phenylalanine ammonia-
lyase (PAL) and B-1,3-glucanase (GLU) were evaluated. For the third chapter, it was used a similar
methodology to that presented in chapter two, but only with inoculated treatments, with and without
ASM application, were evaluated in the same previous periods. However, in this case, the roots
were submitted to a fuchsin acid staining process, and the number of specimens, eggs and total
nematodes (specimens + eggs) were evaluated, as well as the length of the extended specimens to
evaluate the development of them. In the experiment carried out in the first chapter it was observed
that the ASM was efficient in reducing the nematode population in both cultivars. Ecolife®
promoted reduction of the nematode in the susceptible cultivar, while the results with manganese
phosphite were variable. In general, the products did not have an additive effect in the plant
development, being significant only for the cultivar factor. In chapter two the ASM was again
efficient in reducing the nematode population in the maize roots, as well as did not present
significant difference in the vegetative parameters. In the aerial part, with the exception of the
enzyme PAL, all enzymes presented greater activity in the plants treated with ASM. In addition, it
was possible to observe higher activity of all the enzymes in the maize roots, especially at five and
six days after treatment in plants sprayed with the product. For chapter three, reduction in the
number of specimens and eggs in the root system of plants treated with ASM at 8 and 10 DAT can
be observed. With respect to development, there was an increase in the proportion of early-stage
specimens of development and a lower proportion of specimens presenting between 0.5 and 0.65
mm in length of ASM-treated plants compared to control.

Keywords: Root lesion nematodes. Alternative management. Resistance induction. Defense-

related enzymes.
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1 INTRODUCAO GERAL

A produtividade agricola é determinada por fatores, como cultivares, disponibilidade de
agua, adubacdo, clima, pragas e doencas (TAIZ; ZEIGER, 2008). As doencas radiculares,
ocasionadas por nematoides, fungos e bactérias, estdo entre as principais causadoras de reducao de
produtividade de culturas de interesse alimentar, ocorrendo com maior intensidade em regides
tropicais, entretanto, elas tém recebido pouca atencdo quando comparadas as doencas foliares
(MICHEREFF; ANDRADE; MENEZES, 2005).

O controle de doencas radiculares é considerado um desafio, pois 0s patégenos
coevoluiram com as plantas e estdo altamente adaptados ao ambiente subterraneo em associagao
com o hospedeiro (MICHEREFF; ANDRADE; MENEZES, 2005). Os fitonematoides sdo
organismos causadores de doencas em plantas, que proporcionam consideraveis danos, em
especial, os causadores de galhas e lesdes radiculares e os formadores de cisto, pois provocam
graves lesdes nas raizes do hospedeiro, redugdo acentuada do crescimento e relevantes perdas na
produtividade de diversas culturas (WILLIAMSON; HUSSEY, 1996). Portanto, o controle de
nematoides exige o emprego de um conjunto de métodos ou manejo integrado, ja que estes
organismos possuem cuticula pouco permeavel conferindo-lhes grande resisténcia aos agentes
fisicos e quimicos.

Os métodos mais utilizados no controle de nematoides sdo o quimico e genético. No entanto,
0 uso de nematicida além de ser oneroso, pode gerar residuos quimicos nocivos ao homem e ao meio
ambiente, além de selecionar populacdes resistentes de nematoides aos produtos utilizados (GHINI;
KIMATI, 2000). A utilizagdo da resisténcia genética apresenta como fator limitante a escassez de
material com bom padrédo de resisténcia, além da restricdo quanto a regido, clima e espécies de
nematoides causadores de doencas (FRANZENER, 2007).

O uso de indutores de resisténcia, também chamados de eliciadores, pode ser uma
alternativa viavel de controle de doencas, sendo citado como um método alternativo, com baixa ou
nenhuma toxidez, além de ndo deixar residuos toxicos a planta e ambiente tratado (CAETANO,
2011).

Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a agdo de trés produtos, Bion 500 WG®

(ASM; Syngenta), Ecolife® (Biomassa citrica; Quinabra) e Phytogard Manganés® (fosfito de
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manganés; Sttoler), aplicados em pulverizacao, no controle de P. brachyurus em milho. Observar
o efeito da aplicacdo de ASM na atividade das enzimas de defesa, peroxidase, polifenoloxidase,
fenilalanina amdnia-liase e B-1,3-glucanase em parte aérea e sistema radicular de milho. Assim
como, analisar a penetracdo, desenvolvimento e reproducdo desta espécie no sistema radicular de

milho tratado com ASM.



1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1  Milho e sua importancia econémica nacional

O milho é uma monocotileddnea, pertencente a familia Poaceae, Subfamilia Panicoidae,
género Zea e espécie Zea mays (L.). E uma espécie herbacea, anual, estival (clima temperado), alta,
ereta e com crescimento determinado. Produz folhas grandes e estreitas com disposi¢do oposta
emitidas alternativamente ao longo do colmo e flores unixessuais com posi¢des distintas na mesma
planta (TRIPATHI et al., 2011).

A cultura é originaria da regido mesoamericana, mais especificamente do México e
Guatemala, porém sua exata genealogia é desconhecida, mas acredita-se que o milho foi obtido a
partir de uma graminea denominada Teosinte (Z. mexicana), cujas variacdes genéticas naturais
foram selecionadas pelo homem, por meio de um processo inconsciente de selecdo que,
gradativamente, levou a reducdo do nimero de espigas por planta e a0 aumento do nimero de
fileiras de grdos e no comprimento das espigas, tornando-as maiores e semelhantes as espigas
conhecidas atualmente (FAO; IPGRI, 2002; DOEBLEY, 2004; LERAYER, 2006). No século XV,
com a descoberta do continente americano o produto foi levado para a Europa, sendo entdo
distribuido para o resto do mundo, principalmente nas regides de clima temperado (PALIWAL et
al., 2000; FARNHAN; BENSON; PEARCE, 2003).

O milho é um dos mais importantes produtos do setor agricola brasileiro, sendo o segundo
mais cultivado, ficando abaixo apenas da soja (Glycine max (L.) Merril), apresentando constante
aumento na area de plantio e produtividade. O pais apresenta-se como o terceiro maior produtor e
quarto maior exportador do grdo no ambito global, gerando recursos de US$ 3,4 bilhdes, apenas
com a exportacdo (SEAB, 2015). A principal forma de uso deste grdo no pais € destinada a
producdo de racdes de suinos, aves e bovinos, representando quase 80% de todo o milho produzido
(SOUZA; BRAGA, 2004).

A producéo de milho no Brasil pode ser realizada em duas épocas de plantio. A semeadura
de verdo, também chamada de primeira safra, a qual ¢é realizada durante o periodo chuvoso, que
varia entre o fim de agosto, na regido Sul, outubro ou novembro, no Sudeste e Centro-Oeste, e em
janeiro ou fevereiro na regido Nordeste. Ja a semeadura de segunda safra, comumente denominado

safrinha, refere-se ao milho de sequeiro, cultivado extemporaneamente em fevereiro ou margo,

3



geralmente apos o cultivo da soja precoce, ocorrendo, predominantemente, na regido Centro-Oeste
e nos estados do Parana, de Sdo Paulo e de Minas Gerais (CRUZ et al., 2011).

A segunda safra tem apresentado importancia crescente no cenario nacional. Na safra de
1990/91, esta correspondia a 6% de toda producdo de milho no pais, enquanto a primeira safra era
responsavel pelos demais 94% da producdo. Ja na safra de 2013/14, a segunda safra (safrinha)
passou a representar 58,2% de todo o milho produzido. Esta mudanga de oferta entre primeira e
segunda safra foi possivel gracas ao avanco tecnoldgico, gerando impacto, inclusive, no cultivo de
soja na primeira safra (BARROS; ALVES, 2015). Segundo dados da Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB, 2016), a area de cultivo de milho, reunindo a primeira e segunda safra,
no periodo 2016/17, atingiu 17.346,5 mil hectares e produgéo recorde de 93.835,7 mil toneladas,
sendo estes valores 8,9 e 41,0% superiores aos observados na safra 2015/16, respectivamente.

No pais, o milho destaca-se como a principal cultura para rotacdo ou sucessao com soja,
principalmente pela possibilidade de realizar a segunda safra. Porém, o sistema de cultivo soja-
milho tem causado constante aumento nas populagdes do nematoide das lesbes radiculares,
especialmente da espécie Pratylenchus brachyurus (Godfrey) Filipjev e Schuurmans Steckhoven
(DIAS et al., 2010).

1.1.2 Nematoides na cultura do milho

O milho é uma cultura suscetivel a diferentes nematoides parasitas de plantas, sendo
relatadas mais de 60 espécies associadas a esta cultura em diferentes partes do mundo, estando
presentes nas raizes ou na rizosfera. Porém, os nematoides pertencentes aos géneros Meloidogyne,
Pratylenchus e Heterodera tém sido considerados fatores limitantes a produgdo de milho no mundo
(McDONALD; NICOL, 2005).

Dentre as espécies do género Meloidogyne, M. javanica (Treub) Chitwood e M. incognita
(Kofoid e White) Chitwood sdo as espécies mais comumente encontradas nas areas produtoras de
milho no mundo (McDONALD; NICOL, 2005). No Brasil, observou-se danos causados pela
presenca da espécie M. incognita raca 3, em raizes de milho com baixo desenvolvimento em
condi¢des a campo (LORDELLO; LORDELLO; SAWAZAKI, 1996). Porém, atualmente, o milho
tem sido indicado para rotacdo em areas infestadas com Meloidogyne spp. devido a existéncia de

hibridos/cultivares com baixo fator de reproducdo para estas espécies, principalmente para M.
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javanica (MANZOTTE et al., 2002; RIBEIRO et al., 2002; WILCKEN et al., 2006; LEVY et al.,
2009).

Quanto ao género Heterodera, embora mais de nove espécies de nematoides dos cistos
tenham sido relatados no milho em regides tropicais e subtropicais, apenas as espécies H. zeae
Koshy, Swarup e Sethi (india, Egito, EUA, Tailandia), H. avenae Wollenweber (india, Egito) e
Punctodera chalcoensis Stone, Sosa Moss e Mulvey (México) sdo consideradas economicamente
importantes (LUC, 1986). Estas trés espécies sdo consideradas pragas quarentenarias ausentes no
Brasil. A espécie de nematoide de cisto que ocorre no pais é Heterodera glycines Ichinohe, a qual
o milho é considerado um mal hospedeiro, sendo indicado como cultura de rotacdo, objetivando o
controle do nematoide (MAPA, 2008; COSTA; CASELA; COTA, 2009).

Os nematoides do género Pratylenchus estdo amplamente distribuidos no mundo, sendo as
espécies P. hexincisus Taylor e Jenkins, P. penetrans (Cobb) Chitwood e Oteifa e P. scribneri
Steiner as mais comuns em zonas temperadas do globo, tais como norte e nordeste dos Estados
Unidos, Canada e Europa. Entretanto, as espécies P. brachyurus Filipjev e Schuurmans Stekhoven
e P. zeae Graham sd0 mais comuns em zonas tropicais como sudoeste dos Estados Unidos, Asia e
Africa (BRIDGE; STARR, 2007).

No Brasil, as espécies P. brachyurus e P. zeae sdo as mais prejudiciais quando considerado
sua patogenicidade, distribuicdo e elevado nimero de individuos observados em &reas de milho
(MONTEIRO, 1963; LORDELLO, 1984; SAWAZAKI; LORDELLO; LORDELLO, 1987;
PINTO; SANTOS; WRUCK, 2006). Atualmente, tem-se observado aumento na ocorréncia da
espécie P. brachyurus, principalmente nas regides produtoras de milho, nas quais predomina o
cultivo do mesmo em sucessdo a soja, cultura esta, também suscetivel ao nematoide
(MENDONGCA-FILHO et al., 2012).

Em levantamento realizado em areas produtoras de milho no municipio de Jatai (Goias),
das 33 amostras avaliadas em diferentes microrregies, 21 delas apresentavam a presenca do
nematoide P. brachyurus no solo ou raiz da cultura (SILVA, 2007). Entretanto sdo escassos 0S
levantamentos desta espécie de nematoide na cultura do milho, ocorrendo principalmente em &reas
produtoras de soja.

No estado do Mato Grosso, amostras de oito municipios foram analisadas e em todas

constatou-se a presenca de nematoides do género Pratylenchus em soja, no qual o municipio de
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Lucas do Rio Verde apresentou maior incidéncia deste nematoide, estando presente em 2793
amostras analisadas (FUNDACAO RIO VERDE, 2014). Levantamento semelhante foi realizado
também no estado do Mato Grosso, no qual foi constatado a presenca desta mesma espécie de
nematoide em 96% das amostras analisadas, obtidas de 19 municipios produtores de soja no estado
(RIBEIRO; DIAS, 2009).

Ja em regides produtoras de soja no estado da Bahia, os nematoides do género Pratylenchus
foram encontrados em mais de 85% das amostras analisadas, enquanto na RIDE (Regido Integrada
de Desenvolvimento do Distrito Federal e Entorno), regido abrangida por 16 municipios do estado
de Goias, quatro do Distrito Federal e dois de Minas Gerais, foi observada a presenca do nematoide
P. brachyurus em pelo menos uma amostra de todos os municipios analisados (LOPES, 2015;
ALVES, 2015). Vale ressaltar que estas regifes produtoras de soja, citadas anteriormente,
comumente, realizam a semeadura de milho na segunda safra, servindo de fonte de indculo deste
nematoide a cultura subsequente do milho (CONAB, 2016).

1.1.3 Género Pratylenchus

O género Pratylenchus é considerado um dos mais importantes para agricultura, devido as
perdas ocasionadas nas principais culturas de interesse agronémico, ampla gama de hospedeiros e
extensa distribuicdo de algumas espécies em &reas cultivadas em todo planeta (CASTILLO;
VOVLAS, 2007).

Todos os membros deste género sdo endoparasitas migradores, que se alimentam das
células do cortex radicular, ocasionando a formacdo de lesdes necroticas nas raizes das plantas
infectadas, sintoma este que conferiu a espécie 0 nome comum de nematoide das lesdes radiculares
(TIHOHOD, 1993; CASTILLO; VOVLAS, 2007). Dentre as principais culturas hospedeiras deste
patdgeno no Brasil, destacam-se a soja, cana-de-acgUcar, citros, café, milho, algoddo, batata,
mandioca, quiabeiro, amendoim forrageiro, banana e diversas ornamentais (TIHOHOD, 1993;
CAVALCANTE et al., 2001; TENENTE et al., 2002; INOMOTO; SILVA; PIMENTEL, 2004;
ROSA et al., 2012).

Atualmente, este género possui 104 espécies descritas, porém apenas seis Sao

frequentemente encontradas no Brasil, associadas a diferentes culturas, sendo elas, P. brachyurus,



P. coffeae (Zimmermann) Goodey, P. jaehni Inserra, P. penetrans, P. vulnus Allen; Jensen e P.
zeae (GONZAGA et al., 2016).

O género possui como principais caracteristicas morfologicas a forma vermiforme em todas
as fases de desenvolvimento, com comprimento inferior a 1 mm (0,3 a 0,9 mm) e regiéo labial
baixa e esclerotizada, menor que a metade do didmetro do anel labial basal, contendo de dois a
quatro anéis labiais, estilete forte e curto, glandulas esofagianas recobrindo o intestino, campo
lateral composto de quatro linhas e cauda arredondada, com presenca de fasmideos. Além disso,
as fémeas de todas as espécies séo monodelfas e prodelfas, com a vulva situada no terco posterior
do corpo (MAI; MULLIN, 1996; TIHOHOD, 1997).

Pratylenchus spp. apesenta ciclo de vida de trés a nove semanas, sendo este periodo
dependente da espécie de nematoide, tipo de hospedeiro, umidade e temperatura. Seu
desenvolvimento inicia-se dentro do ovo pelo processo de embriogénese, formando inicialmente o
juvenil de primeiro estadio (J1). Ainda no interior do ovo, ocorre a primeira ecdise, originando o
juvenil de segundo estadio (J2). Este eclode do ovo e passa por mais trés ecdises até alcancar a
forma adulta, processo que permite a formagéo dos 6rgaos reprodutivos do nematoide (ROMAN;
HIRSCHMANN, 1969).

A eclosdo de Pratylenchus spp., geralmente, ndo é dependente da presenca de exsudatos
radiculares, porém um estudo realizado em condic@es de casas de vegetacao, com P. brachyurus e
P. zeae, demonstrou a influéncia de exsudatos de milho na ecloséo destes nematoides (De WAELE;
LOOTS; HEYNS, 1988). Um estudo posterior in vitro, demonstrou que o aminoacido lisina,
substancia secretada pelas raizes de milho, proporcionou aumento na eclosao do nematoide P. zeae
(De WAELE; LOOTS; WOLMARANS, 1989).

Diferentemente de outras espécies de nematoides, todas as fases de desenvolvimento do
Pratylenchus spp. é capaz de infectar os tecidos radiculares, dentro dos quais permanecem a maior
parte do seu ciclo de vida. Quando adultas, as fémeas ovopositam no interior das raizes infestadas,
sendo o0s ovos depositados individualmente ou em grupos dispostos em fileira ou, ainda, no solo
adjacente a raiz (CASTILLO; VOVLAS, 2007).

Este género pode se alimentar de pelos radiculares, células epidérmicas e corticais do
sistema radicular e 6rgdos subterraneos de armazenamento, visto que o estilete pode penetrar a

parede celular, na qual o patdgeno secreta substancias provenientes das glandulas esofagianas, que
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degradam o conteudo celular, para posterior ingestdo deste citoplasma celular (JONES; FOSU-
NYARKO, 2014).

Durante o processo de penetracdo e alimentacdo, Pratylenchus spp. causa reducdo no
crescimento do sistema radicular com formacéao de lesGes, caracterizadas como areas necroticas
escuras, ocasionada pela morte das células do parénquima cortical e epiderme, que servem como
porta de entrada para outros patdgenos, como fungos e bactérias causadores de podriddes
radiculares (LOOF, 1991; JONES et al., 2013). Tais danos provocam sintomas reflexos na parte
aérea da planta, como nanismo, aumento de suscetibilidade ao estresse hidrico e amarelecimento
ocasionadas pela menor exploracdo de agua e nutrientes pelas raizes (LOOF, 1991; McDONALD
e NICOL, 2005).

Pratylenchus brachyurus é citada como de grande importancia para as principais culturas
de interesse econdémico no pais, dentre elas a soja (JAEHN; MENDES; SILVA, 1998), milho
(INOMOTO, 2011), cana-de-acucar (SEVERINO; DIAS-ARIEIRA; TESSMANN, 2010),
algodédo (LORDELLO; ARRUDA, 1957), feijoeiro (CHIAMOLERA et al., 2012), aveia
(BORGES; MACHADO; INOMOTO, 2010) e arroz (BIELA et al., 2016).

A cultura do milho é considerada altamente suscetivel, especialmente a P. brachyurus
(LORDELLO et al., 1985; INOMOTO, 2011). Mesmo sendo frequente na cultura milho, existem
poucos estudos documentando o impacto deste patdgeno na produtividade da cultura no Brasil
(MacGUIDWIN; BENDER, 2016).

Estudos realizados nos Estados Unidos da América, demonstram perda de produtividade
variando de 1200 a 2300 kg ha* em &reas com alto indice populacional de nematoides deste género,
sendo possivel observar que o aumento da populagdo em 1000 nematoides g™ de raiz ocasionou
reducdo de 1% na produtividade de milho (BRIDGE; STARR, 2007). Enquanto na Nigeéria, P.
brachyurus tem sido responsavel por reducéo de 28,9% na produtividade de milho (EGUNJOBI,
1974).

Evidéncias indiretas obtidas com o uso de nematicidas em &reas infectadas, ttm demostrado
aumento de produtividade na cultura do milho, ressaltando a importancia deste nematoide como
fator limitante de produtividade. Na Africa do Sul, observou-se aumento de 33 a 128% de
produtividade com a aplicacdo de nematicidas (WALTERS, 1979); enquanto nos Estados Unidos,
tais incrementos foram de 10 a 54% (BERGESON, 1978; NORTON et al., 1978). No Brasil,
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aumento de duas vezes e meia na produtividade foi obtido pelo controle quimico de P. brachyurus
em milho na regido sudoeste do pais (LORDELLO et al., 1983).

1.1.4 Disseminacao, sobrevivéncia e principais métodos de controle de P. brachyurus

Apesar de Pratylenchus spp. serem nematoides migradores, sua capacidade de
movimentacao no solo é baixa e dependente da disponibilidade de &gua, textura e temperatura do
solo adequadas para sua atividade (WALLACE, 1973). Mudas e tecidos propagativos
contaminados, equipamentos agricolas ou, até mesmo, calcados contendo solo contaminado com o
nematoide, podem transportar estes patdgenos para areas ainda isentas, promovendo sua dispersao
a longas distancias, enquanto a dispersdo dentro da propria area ocorre, principalmente, pela agua
da chuva, irrigacdo ou uso de equipamentos agricolas contaminados (CASTILLO; VOVLAS,
2007).

A sobrevivéncia do patégeno no solo durante a entressafra ocorre por meio da permanéncia
de restos de raizes infectadas, hospedado em raizes de plantas daninhas suscetiveis ou plantas
voluntarias, na forma de ovos, ou mesmo eclodidos, em estadio de anidrobiose no solo (NEVES et
al., 2012; BELLE et al., 2015; BRAZ et al., 2016).

Apos a colheita, as raizes das plantas podem permanecer vivas por periodos que variam de
uma a varias semanas, podendo servir como fonte de alimento a fitonematoides, principalmente,
sob sistema de plantio direto, no qual ndo ocorre a retirada ou revolvimento das raizes, além da
manutencdo da umidade do solo pela palhada, possibilitando uma decomposicao mais lenta das
mesmas (SILVA, 2011; CASAO; ARAUJO; LLANILLO, 2012). A destruicio de raizes e a sua
exposi¢do ao sol, promove a dessecagao das raizes e a exposicao dos nematoides a luz ultravioleta,
contribuindo para sua morte (BRIDGE, 1987). Porém, as vantagens do plantio direto se sobrepdem
ao do sistema convencional, reduzindo a ocorréncia de erosao hidrica, melhora na qualidade fisica
e gquimica do solo, reducdo de custos com maquinario, herbicidas e horas de trabalho, tendo seu
uso menos frequente (MOORE; KLOSE; TABATABAI, 2000; DENARDIN et al., 2008).

Atualmente no mercado nacional, a maioria dos hibridos de milho mostraram-se suscetiveis
a P. brachyurus. Em estudo ao qual foram analisados seis hibridos de milho, os autores ndo
encontraram plantas resistentes ao nematoide (NEVES et al., 2016). Resultados semelhantes foram

obtidos em estudo, do qual foram analisados 12 hibridos de milho e nenhum deles apresentou
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resisténcia a P. brachyurus, entretanto o autor classificou os hibridos P30k75, DKB-330, AG-7088,
DHB-350 e AG-7000 com fatores de reproducdo (FR) de 8,23, 4,65, 4,98, 5,20, 5,27,
respectivamente, como moderadamente resistentes ao nematoide, quando comparados com 0
hibrido DFB-390, ao qual apresentou FR de 53,46 (INOMOTO, 2011). Em outro estudo, também
realizado com os hibridos P30k75 e AG-7088, foram observados FR entre 3,95 e 2,90 e 5,52 e
1,02, respectivamente, além disso, neste mesmo trabalho o hibrido GNZ 2005 foi classificado como
resistente apresentando valores de FR entre 0,96 e 0,89 (MENDONCA-FILHO et al., 2012).

Quanto ao uso de espécies forrageiras, estudo realizado com seis espécies de Brachiaria
spp. e cinco cultivares de Panicum maximum Jacg., demonstrou que apenas a espécie Brachiaria
humidicola Rendle cv. BRS Tupi mostrou-se moderadamente resistente (FR entre 0,98 e 0,44),
assim como o milheto (Pennisetum glaucum [L.] R. Br.) cv. ADR 300, cujo FR variou de 1,33 a
0,26 (QUEIROZ et al., 2014).

Em estudo com diferentes espécies de gramineas, observaram que sorgo, destinado a
producédo de forragem ou silagem, foi bom hospedeiro para P. brachyurus, com FR variando de
22,3 a 61,1 entre 0s genotipos, enquanto milheto cv. ADR 300 e aveia preta (Avena strigosa
Schreb.) cv. IPFA 99006 proporcionaram menor reproducdo do nematoide, com FR de 0,7 e 1,2,
respectivamente (INOMOTO; ASMUS, 2010). Os autores destacaram que estas duas Ultimas
culturas de cobertura devem ser utilizadas por curto periodo, pois ao longo do tempo podem
aumentar a populacdo do patégeno, de forma lenta, mas progressiva. Outros estudos, confirmaram
a resisténcia do milheto cv. ADR-300 a esta espécie de nematoide, apresentando valores de FR
entre 0,98 e 0,2 (RIBEIRO et al., 2007; INOMOTO, 2011).

O sorgo (Sorghum bicolor [L.] Moench) var. IPA 7301011 e BRS 800 foram suscetiveis ao
nematoide, enquanto outras espécies quinoa (Chenopodium quinoa Willd) cv. Piabiru e amaranto
cv. Alegria foram resistentes a P. brachyurus (INOMOTO et al., 2006a). No mesmo trabalho, as
cultivares de milheto BRS 1501 e BN 2, aveia preta cv. Comum e Campeira Mor e nabo forrageiro
(Raphanus sativus L.), apresentaram FR proximo a 1,0. Resultados semelhantes foram observados
com aveia preta, nabo forrageiro e o consorcio entre estas duas culturas, ao qual mostraram FR de
0,47, 0,82 e 0,80, respectivamente (CHIAMOLERA et al., 2012). Em outro estudo com aveias foi
observado que as cultivares de aveia preta, Embrapa-29, IPFA-99006, Comum e Embrapa-140

foram resistentes a P. brachyurus, por apresentarem FR inferior a 1,0, enquanto aveia amarela
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(Avena bysantina L.) cv. S&o Carlos, aveia branca (Avena sativa L.) cv. UFRGS-17 e aveia preta
cv. CPAO-0010 mostraram-se suscetiveis ao nematoide (BORGES; MACHADO; INOMOTO,
2010).

Quanto ao uso de adubos verdes e plantas antagonistas, guandu ando (Cajanus cajan L.)
cv. lapar 43, Crotalaria breviflora DC. e Crotalaria spectabilis Roth promoveram reducdo do
patdgeno, com FR de 0,68, 0,24 e 0,16, enquanto guandu cv. Fava Larga, mucuna (Mucuna
pruriens [L.] DC.) cv. cinza e cv. preta, permitiram a multiplicacdo do nematoide, apresentando
FR de 1,57, 8,73 e 14,35, respectivamente (INOMOTO et al., 2006b). Ja Crotalaria ochroleuca G.
Don. apresentou FR em torno de 0,3 (DEBIASI et al., 2011; DIAS et al., 2012), C. breviflora e C.
spectabilis também mostraram baixo fator de multiplicacdo, 0,26 e 0,18, respectivamente,
enguanto Crotalaria mucronata Desv. e Crotalaria juncea L. apresentaram FR de 1,61 e 4,27, ndo
sendo indicadas no manejo de P. brachyurus (MACHADO et al., 2007). A imunidade de algumas
espécies antagonistas também ja foi comprovada, como observado para C. spectabilis e Tagetes
patula L. (INOMOTO et al., 2006a; BORGES; MACHADO; INOMOTO, 2010).

Em relacdo ao controle quimico, atualmente, os ingredientes ativos mais pesquisados no
controle de P. brachyurus sdo abamectina, thiodicarb e fipronil, ao qual tem apresentado controle
deste nematoide quando aplicado via tratamento de sementes (BORTOLINI et al., 2013; RIBEIRO
et al., 2014; HOMIAK et al., 2017). Ao ser aplicado em soja, o produto abamectina foi eficiente
em controlar P. brachyurus, presente em dois niveis populacionais, 500 e 2000 espécimes planta”
1 com reducOes médias de 68% e 44% no nimero de nematoides g raiz, respectivamente
(HOMIAK et al., 2017). Trabalhos com metodologias semelhantes mostraram reducbes na
populacdo de P. brachyurus, porém, apresentando diferentes porcentagens de redugfes para 0s
produtos thiodicarb, fipronil e abamectina, sendo observados valores de 54, 30 e 53%
(BORTOLINI et al., 2013) e 28, 91 e 30% (RIBEIRO et al., 2014), respectivamente.

Estudos relacionados ao controle bioldgico, especificamente, a P. brachyurus séo escassos,
entretanto, trabalho realizado em soja e cana-de-agucar com aplicacdo do produto comercial
Nemout®, produto este constituido de uma mistura de Bacillus licheniformis (Weigmann) Chester,
Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn, Trichoderma longibrachiatum Rifai, mostraram potencial de
controle deste nematoide (OLIVEIRA et al., 2011; MIAMOTO et al., 2017). Outro estudo em que

aplicou-se Bacillus amyloliquefaciens Priest et al. em soja, o0 autor observou maiores reducfes na
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populacdo de P. brachyurus a medida em que houve aumento nas doses aplicadas contendo a
bactéria (MASCIA, 2017). J4 estudo envolvendo a deteccdo da bactéria Pasteuria thornei Starr e
Sayre em espécimes deste mesmo nematoide, foi observado a presenca de enddsporos tanto
aderidos externamente a cuticula, como no interior do corpo do nematoide, porém neste estudo nao
houve avaliacdo do controle P. brachyurus por este microrganismo, ao qual os autores se baseiam
em estudo anterior que mostra a capacidade desta bactéria em reduzir a populacdo de nematoides
(GONZAGA; SANTOS, 2009).

O uso de matéria organica também tem sido estudado no controle de P. brachyurus,
principalmente em soja, na qual o uso de cama de frango foi eficiente em reduzir a populagéo deste
nematoide, sendo indicado como melhor dose a aplicagdo 2 t ha™* (VALE et al., 2015), enquanto a
aplicacdo de torta de crambe, produto este, oriundo da prensagem do crambe (Crambe abyssinica
Hochst) para extracdo de oleo, foi eficiente em reduzir a populagdo do nematoide, com maiores
reducdes obtidas na concentracdo de 2,5% do produto em 2 L solo (TAVARES-SILVA et al.,
2015). Para o patossistema milho-P. brachyurus, os autores observaram redugdo na populacdo do
nematoide quando aplicados manipueira, cama de frango, torta de filtro, vinhaca e lodo de esgoto
em comparacao a testemunha sem aplicacdo, entretanto ndo houve diferenca significativa quando
comparados entre si (ROLDI et al., 2013).

Devido ao carater polifago de P. brachyurus e a baixa disponibilidade de hibridos e culturas
de rotacdo resistentes ao patdgeno, somada a limitacdo que as demais praticas de manejo
apresentam, a busca por novas alternativas tem sido constante e, neste contexto, alguns trabalhos
tém mostrado o potencial da inducgéo de resisténcia visando o controle de nematoides (NANDI et
al., 2002; AHMED et al., 2009; MUTAR e FATTAH, 2013; SELIM et al., 2014).

1.1.5 Inducdo de resisténcia

A inducéo de resisténcia é definida como o aumento da capacidade de defesa das plantas
contra patdgenos, adquirida apos a ativacdo de mecanismos de resisténcia por diversos agentes,
como ativadores quimicos ou microrganismos vivos (BENHAMOU; BELANGER, 1998).

O fenbmeno é considerado um processo desencadeado por um sinal externo (elicitor), que
se liga a um possivel receptor presente na superficie da célula vegetal, transmitindo um sinal

primario, que ativa 0s mensageiros secundarios, potencializando o sinal e promovendo a expressdo
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de genes especificos, que ativam a producdo de proteinas determinantes a resisténcia em plantas
(LEITE; PASCHOLATI, 1997; DURRANT; DONG, 2004).

A inducdo de resisténcia sistémica é classificada em dois principais tipos, Resisténcia
Sistémica Adquirida (SAR) e Resisténcia Sistémica Induzida (ISR). A SAR, geralmente, presenta
como sinal molecular o &cido salicilico, sendo responsavel pelo aumento na producdo de proteinas
relacionadas a patogénese (DURRANT; DONG, 2004; FU; DONG, 2013). Enguanto a ISR, é
ativada por microrganismos nao patogénicos, sendo dependentes do acido jasmonico e etileno
como sinal molecular e ndo estando diretamente envolvidos no acimulo de proteinas relacionadas
a patogénese (CHOUDHARRY; PRAKASH; JOHRI, 2007; PIETERSE, et al., 2014).

Os elicitores, ao entrarem em contato com os tecidos da planta, desencadeiam a sintese de
substancias que agem como sinais bioguimicos, estabelecendo-se por toda a planta e ativando genes
de resisténcia, que até 0 momento se mantinham inativos (ROMEIRO; GARCIA, 2009). Desta
forma, a indugdo ndo promove a criacdo de uma resisténcia que ndo existe na planta, mas sim
permite a ativacdo de mecanismos latentes, que sdo expressos ap0s sua exposi¢cao ao produto
indutor (VAN LOON; BAKKER; PIETERSE, 1998). Apesar dos indutores ndo apresentarem
atividade antimicrobiana direta, eles atuam igualmente nas moléculas sinalizadoras dos agentes
patogénicos. Este fenémeno é citado como uma das principais vantagens do uso de indutores, ou
seja, a auséncia de atividade antimicrobiana direta, ao contrario dos pesticidas tradicionais,
evitando assim, pressOes seletivas diretas sobre a populagdo de patégenos (VALLAD;
GOODMAN, 2004),

Os eliciadores, também chamados de padr6es moleculares, sdo substancias de origem
sintética ou organica, podendo esta Ultima, ser produzida pelo préprio patégeno, planta ou
microrganismos nédo patogénicos (HENRY; THONART; ORGENA, 2012). Eles sdo classificados
em trés tipos basicos, sendo denominados de padrdes moleculares associados ao patégeno (PAMP),
padrdes moleculares associados a danos (DAMP) e padr6es moleculares associados a
microrganismos nao patogénicos (MAMP) (VALLAD; GOODMAN, 2004; HENRY; THONART;
ORGENA, 2012). PAMPs sdo em sua maioria, oligossacarideos, glicopeptideos e peptideos
provenientes da superficie celular do patbgeno ou mesmo proveniente da secrecdo de proteinas
destes, normalmente injetadas no citoplasma (FELIX; BOLLER, 2003; RON; AVNI, 2004).

DAMPs sdo compostos oriundos da propria planta liberados durante o processo de invasdo do
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patogeno pela acdo de enzimas liticas produzidas pelo microrganismo invasor (D’OVIDIO et al.,
2004), enquanto MAMPs, sdo geralmente compostos peptidicos produzidos pelo microrganismo
benéfico ndo patogénico (VITERBO et al., 2007).

Diferentes fatores podem influenciar no sucesso da utilizagdo da inducgéo. Sabe-se que 0s
resultados s@o dependentes do intervalo de tempo entre o tratamento inicial com o indutor e a
inoculacdo do patdgeno, necessario para que a planta reconheca o indutor e ative 0s mecanismos
de defesa, como a sintese e acumulo de determinados compostos (RYALS et al., 1996). Também,
deve-se considerar a concentracdo do indutor aplicado (CHINNASRI; SIPES; SCHMITT, 2003),
espécie botanica e estado nutricional do hospedeiro, tipo de indutor e patégeno envolvido no
processo (ASSUNCAO et al., 2010).

O estudo da inducdo de resisténcia contra nematoides tem sido relatado com maior
frequéncia nos dltimos anos (DIAS-ARIEIRA et al., 2013). Atualmente, é possivel encontrar
trabalhos utilizando diferentes eliciadores contra ampla gama de fitonematoides em distintas
culturas, tais como o uso de a Acibenzolar-S-metil (ASM) no controle de M. incdgnita em
tomateiro (MOLINARI; BASER, 2010), fosfito de potassio no controle de P. brachyurus em soja
e milho (DIAS-ARIEIRA et al., 2012) e Heterodera avenae Wollenweber e Meloidogyne
marylandi Jepson e Golden em trigo e aveia (QUIMETTE; COFFEY, 1990), Pseudomonas spp.
no controle de Heterodera trifolii Goffart em trevo branco (KEMPSTER; DAVIES; SCOTT,
2001), micorrizas no controle de Xiphinema index Thorne e Allen em videira (HAO et al., 2012),
Bacillus sphaericus Meyer e Neide no controle de Globodera pallida Stone em batata (HASKY -
GUNTHER; HOFFMANN-HERGARTEN; SIKORA, 1998) e quitosana no controle de
Bursaphelenchus xylophilus Nickle em pinus (SILVA et al., 2014).

Para a inducgdo de resisténcia de fitonematoides ndo ha restricdes se a cultura é anual ou
perene, porém alguns fatores devem ser considerados, entre eles a natureza da interacdo do
patossistema, a genética da planta hospedeira e a necessidade de reativacdo dos mecanismos de
defesa, tendo em vista o efeito temporario do indutor. Além disso, a auséncia do efeito toxico direto
do agente indutor sobre o patdgeno desafiante esta entre os critérios basicos para confirmacdo da
ocorréncia de resisténcia induzida (SALGADO; RESENDE; CAMPOS, 2007).

Dentre as principais respostas de defesa da planta contra nematoides, independente do

género, encontra-se a ativacdo de rotas metabdlicas envolvidas na biossintese de fitoalexinas,
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aumento da atividade de enzimas, como fenilalanina amdnia-liase, peroxidase, polifenoloxidase,
superdéxido dismutase, deposicdo de calose e/ou lignina e acumulo de compostos fendlicos,
quitinases e inibidores de proteinases (MAZZAFERA; GANCAVES; FERNANDES, 1989;
SALGADO e SILVA, 2005).

O melhor entendimento das mudancas bioquimicas que levam a planta ao estado de
resisténcia, possibilitara o desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas, as quais
expressem maior producdo de enzimas de defesa, proporcionando maior nivel de resisténcia a
doencas, ou de produtos quimicos que atuem estimulando os mecanismos inerente a resisténcia de
plantas (RYALS et al., 1996).

1.1.6 Acibenzolar-S-metil no controle de nematoides sedentarios

Um dos indutores sintéticos mais estudados para o controle de fitonematoides é o
acibenzolar-S-metil (ASM). Em estudo inicial com nematoides do cisto, ndo foi observado efeito
significativo na aplicacdo de ASM sobre a populacéo de H. glycines, verificando apenas, tendéncia a
reducéo, quando aplicado ao solo utilizando-se a maior concentragéo, 0,30 g L™ (ROCHA et al., 2000).
Porém, em outro estudo, 0 ASM aplicado nas doses de 25, 125 e 250 mg L* foi eficiente em reduzir o
numero de cistos em soja, no entanto estas concentragdes causaram sintomas como enrugamento das
folhas primordiais (HOFFMANN et al., 2005).

Ao avaliar o efeito do ASM na indugdo de resisténcia, objetivando o controle de
Meloidogyne javanica e Meloidogyne arenaria (Neal) Chitwood em videira, foi constatado que
quando aplicado via pulverizacdo foliar, sete dias antes da inoculagdo, o indutor promoveu
reducbes de 40 a 80% no numero de galhas e ovos, respectivamente, em relacdo a testemunha
(OWEN; GREEN; DEVERALL, 1998). A resposta de defesa da planta foi acompanhada pelo
aumento significativo na atividade da enzima p-1,3-glucanases em raizes de plantas tratadas com
ASM, cinco dias apos a aplicacdo desse indutor.

Em outro estudo, avaliando diferentes formas de aplica¢do e concentraces de ASM, foi
verificado que nas concentragBes de 180 e 360 ppm (mg g de solo) o indutor proporcionou
reducdo na reproducdo do nematoide quando aplicado ao solo (MOLINARI; BASER, 2010).
Quanto a aplicado em parte aérea, apenas a maior dosagem do produto (5200 ppm), apresentou

reduc&o significativa no niimero de ovos raiz e reproducio de M. incognita em tomateiro. Estudo
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semelhante em patossistema M. incognita-tomateiro, a aplicacdo prévia do ASM antes da inoculacao
promoveu reducdes significativas no niimero de galhas, massas de ovos e ovos g™ raiz em relagéo
ao controle (SILVA et al., 2002). Nesse estudo, segundo autores, 0 ASM possivelmente interferiu
na formacdo de células gigantes, por meio de alguma proteina essencial a formacdo das mesmas, 0
que afetou a reproducdo do nematoide. De forma contréria, estudo envolvendo o patossistema soja-
M. javanica, foi observado que os tratamentos que receberam aplicagdes de ASM em parte aérea
proporcionaram maior controle do nematoide M. javanica, enquanto a aplicacdo via tratamento de
sementes, proporcionou aumento na populacdo do mesmo (BRITO et al., 2016).

Além do conhecimento da dosagem do indutor, o entendimento da melhor época de
aplicacdo, também é necessario e importante. Aplicacdo foliar de ASM (Bion®, 50 pg de i.a. mL
1y em videiras afetou o desenvolvimento de espécies de Meloidogyne spp. nas raizes, sendo este
efeito, verificado trés semanas apds a inoculacédo, periodo este, segundo os autores, ao qual ocorre
a interacdo compativel entre planta e nematoide, em que as células gigantes sdo induzidas e
mantidas no hospedeiro para nutricio e crescimento dos nematoides (OWEN; GREEN;
DEVERALL, 2002).

Estudando a aplicacdo de ASM em soja no controle de M. javanica, observou-se uma
reducéo do niimero de ovos g™ raiz quando o produto foi aplicado sete dias antes da inoculagio em
cultivar suscetivel, enquanto em cultivar resistente houve reducdo do mesmo parametro quando
aplicado sete dias antes ou sete dias apds inoculagdo (PUERARI et al., 2013). Em estudo
envolvendo patossistema alface-M. javanica, 0 ASM foi eficiente em controlar a populacdo do
nematoide, mesmo quando aplicado cinco dias apds inoculacdo (HERNANDES et al., 2017).

O ASM também foi eficiente no controle de M. incdgnita em duas cultivares de tomate, cv.
Kada e cv. Santa Clara, resistente e suscetivel ao nematoide, respectivamente (SILVA et al., 2004).
O controle foi efetivo quando o produto foi aplicado trés dias antes da inocula¢do ou mesmo sete
dias apos inoculacdo, via solo ou pulverizacdo em parte aérea. Neste estudo, também realizou-se
aplicacdes subsequentes do produto, duas ou trés reaplicagdes, mas nao houve diferenca entre 0s
tratamentos quanto ao numero de ovos, diferindo apenas da testemunha. O Unico tratamento que
ndo apresentou resultado foi a aplicacdo via solo do ASM aos 14 dias apds inoculacéo.

Em outro estudo com aplicacao do produto via solo, foi observado uma redugdo no nimero

de galhas e massa e ovos g* raiz de M. incognita em tomateiro 45 dias ap6s inoculac&o, tal reducio
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pode ter sido influenciada pela menor nutricdo do nematoide pelas células nutridoras, pois em
analises histoldgicas, estas células apresentaram um menor diametro, porém o produto nédo inibiu
a penetracdo e migracdo do J2 (MELILLO; LEONETTI; VERONICO, 2014). Também foram
observados maiores acimulos de lignina nas células da galha aos dois, trés e sete dias apds
inoculacdo e, segundo 0s autores, este processo de lignificacdo pode ter aumentado a rigidez da
parede celular, influenciando negativamente no desenvolvimento dos sitios de alimentacéo.
Curiosamente as células do parénquima, vizinhas ao sitio de alimentacdo, de raizes tratadas com
ASM apresentaram citoplasma denso e bastante contraido, como aquele que ocorre em uma reacao
de hipersensibilidades, semelhantemente ao observado em células nutridoras de plantas resistentes
a nematoides (SILVA et al., 1990).

Pesquisas tém mostrado que 0 ASM néo reduz a formacéo de galhas, provavelmente porque
0 produto ndo inibe a penetracéo e a inducdo dos sitios de alimentacdo, mas sim a reproducdo do
nematoide (CHINNASRI; SIPES; SCHMITT, 2003; MOLINARI; BASER, 2010). Tal resultado
deve-se ao tempo necessario para indugdo dos mecanismos de resisténcia na planta, pois estudos
mostraram que o ASM néo afetou a ecloséo, sobrevivéncia ou penetracdo de nematoides nas raizes
dos hospedeiros (CHINNASRI; SIPES; SCHMITT, 2003; SALGADO; RESENDE; CAMPOS,
2007; MOLINARI; BASER, 2010), mas reduziu o desenvolvimento e a reproducdo do mesmo
(CHINNASRI; SIPES; SCHMITT, 2003; MOLINARI; BASER, 2010), fato também constatado
para outros indutores, como o &cido DL-B-amino-n-butirico (OKA; COHEN, 2001).

Mesmo resultado foi observado quando aplicado 50 pg de a.i. mL™ de ASM em videiras,
no qual o produto néo afetou na penetragdo dos juvenis de Meloidogyne spp., mas reduziu o numero
de fémeas e 0 nimero de ovos quando aplicado no mesmo dia da inoculagdo, sendo esta resisténcia
observada no periodo de trés dias a sete semanas ap6s inoculacédo e tratamento (OWEN; GREEN;
DEVERALL, 2002). No mesmo estudo, foi observado que tanto a aplicacéo cinco dias antes quanto
cinco dias ap6s inoculacdo, mostrou-se eficiente no controle do nematoide, enquanto os testes in
vitro provaram que o produto ndo possui qualquer agéo sobre a sobrevivéncia e movimentacao dos
juvenis de segundo estadio. Teste semelhante realizado com juvenis de M. incognita mostrou que
ao serem mantidos em concentracdes inferiores 0,075 g L™ de ASM, o produto apresentou uma
baixa toxicidade in vitro (SILVA et al., 2004).
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Estudos envolvendo a aplicacdo de ASM objetivando o controle de nematoides sedentérios,
tém sido correlacionados ao aumento na producdo de peroxido de hidrogénio e na atividade de
enzimas peroxidase e -1,3-glucanase (OWEN; GREEN; DEVERALL, 2002; ARYAL etal., 2011;
MELILLO; LEONETTI; VERONICO, 2014), entretanto, ndo ha estudos sobre a a¢do de indutores
de resisténcia na atividade de enzimas de defesa sobre nematoides migradores.

1.1.7 Expressdo de enzimas de defesa no controle de nematoides

Como observado no item anterior, a maioria dos estudos envolvendo indug&o de resisténcia
sdo referentes a nematoides sedentarios endoparasitas, pois o trabalho com nematoides migratorios
endoparasitos é dificultado devido sua alta mobilidade no sistema radicular, ndo estabelecem sitios
de alimentacdo a longo prazo, negando assim, aos pesquisadores, areas facilmente identificaveis
de celulas de plantas que respondem especificamente a infeccdo por este grupo de nematoide
(BALDRIDGE; O’NEILL; SAMAC, 1998). Entretanto evidéncias indiretas podem auxiliar no
entendimento dos mecanismos de defesa e atividade enzimética de plantas resistentes a nematoides
migradores, ndo apenas restritos ao género Pratylenchus, devido a restricdo de trabalhos neste
ambito, mas também envolvendo a espécie Radopholus similis Cobb, uma vez que ambos géneros
apresentam caracteristicas comuns quanto a movimentacao e alimentagédo, além de pertencerem a
mesma familia taxonémica (DUNCAN; MOENS, 2006).

A resisténcia a nematoides frequentemente ocorre devido a capacidade da célula em deter
a movimentacdo e alimentacdo ou mesmo, através da interrupcdo na reproducéo do parasita pela
producéo de determinadas substancias. A maioria destes compostos é obtida por enzimas, tais como
fenilalanina amona-liase (PAL), polifenoloxidase (PPO), peroxidase (POX) e B-1,3 glucanase
(GLU), as quais estdo envolvidas na sintese de substancias de baixo peso molecular, fitoalexinas,
fenois, lignina, entre outros (SEENIVASA et al., 2011). Majoritariamente, este processo €
observado como resposta de hipersensibilidade que envolve mudancas na atividade enzimatica,
metabolismo fendlico e deposi¢do de compostos recém sintetizados na parede celular e regulagédo
do radical livre Oz (GANGULY; DASGUPTA, 1980; ZACHEOQ et al., 1995).

A reacdo de hipersensibilidade foi observada durante a infeccdo de H. glycines em
Arabidopsis thaliana (Linnaeus) Heynhold, planta geralmente ndo hospedeira deste nematoide,

mas que pode apresentar sitios de alimentacdo. Nestes casos, foram observados intenso
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escurecimento das células injuriadas pela migracdo do nematoide e a necrose das células
responsaveis pela formacdo do sincito (GRUNDLER; SOBCZAK; GOLINOWSKI, 1998).

Reacdo de hipersensibilidade também foi observada em tomates resistentes infectados com
M. incognita, no qual observou-se necrose de células proximas ao nematoide, causando sua morte
ou saida da raiz. Esta reacdo ocorreu apenas proxima ao sitio de alimentacdo, mas ndo durante a
migracéo do nematoide no sistema radicular (WILLIAMSON, 1998). De acordo com 0 mesmo
autor, a migracdo e estabelecimento do juvenil de segundo estadio (J2) dura em torno de 12 horas
apos inoculacgdo, periodo que coincide com o aumento da atividade da enzima fenilalanina aménia-
liase.

Fenilalanina amonia-liase (PAL) é uma enzima responsavel por catalisar a primeira reacdo
na rota dos fenilpropanoides convertendo L-fenilalanina em acido cinamico. A atividade da PAL
tem sido relatada no processo de lignificacdo, fornecendo precursores do acido hidroxicinamico e
aumentando a sintese de espécies fenolicas requeridas no processo de defesa, entre 0s quais sdo
compostos sinalizadores e fitoalexinas. Os produtos obtidos da rota de fenilpropanoides sdo
oriundos do metabolismo secundario da planta, frequentemente chamados de compostos fendlicos,
aos quais fazem parte de respostas da planta a danos e doengcas (NICHOLSON;
HAMMERSCHMIDT, 1992; De ASCENSAO; DUBERY, 2000). Algumas moléculas fendlicas
sdo chamadas de fitoanticipinas, ocorrendo de maneira constitutiva (essencial a célula) e atuando
como inibidores pré-formados de agentes patogénicos, enquanto outras sdo chamadas de
fitoalexinas, ao qual possuem sua formacdo induzida em resposta a infeccdo por patdgenos
(VAGANAN et al., 2014).

Estudos sobre interacdo nematoide planta sdo frequentemente realizados com géneros de
nematoides endoparasitas sedentarios, principalmente Meloidogyne spp., e em menor frequéncia,
Globodera spp. e Heterodera spp. (SOBCZAK et al., 2005; CURTIS, 2008). Nestes tém-se
observado uma correlacdo positiva entre 0 metabolismo de fenilpropanoides dos hospedeiros e
resisténcia a nematoide (TRUDGILL, 1991). O aumento na atividade da PAL apds inocula¢do com
nematoides tem sido constatado em interagfes com respostas de resisténcia em batata, tomate ou
soja e espécies de nematoides endoparasitas (GIEBEL, 1974; BRUESKE, 1980; EDENS;
ANAND; BOLLA, 1995).
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Fica evidente que a resisténcia de plantas a nematoides apresente niveis de transcricdo mais
altos para as principais enzimas envolvidas na biossintese de fitoalexinas isoflavonoides
(SORIANO et al., 2004). Evidéncias preliminares foram obtidas através do estudo da resisténcia
de soja a M. incdgnita e H. glycines, no qual foi observado um acumulo de transcriptomas
responsaveis pela codificacdo de enzimas relacionadas a rota de fenilpropanoides em raizes de soja
resistente, enquanto em soja suscetivel, foi observado um menor acimulo destes transcriptomas ou
mesmo a falta destes (EDENS; ANAND; BOLLA, 1995).

Anteriormente, foi reportado que raizes de soja resistentes a M. incdgnita exibiam uma
resposta de hipersensibilidade e acimulo da fitoalexina gliceolina, isoflavonoide oriundo da rota
de fenilpropanoides, que de acordo com os autores, age primeiramente inibindo o sistema de
transporte de elétrons, porém ndo inibindo a acdo da enzima colinesterase nos juvenis desta espécie,
quando testada in vitro (KAPLAN; KEEN; THOMASON, 1980a), assim como o rapido acimulo
deste composto no sincito de H. glycines, adjacente a regido cefalica do nematoide, em cultivar
resistente, porém, fato este ndo observado em cultivar suscetivel de soja (KAPLAN; KEEN;
THOMASON, 1980b; HUANG; BARKER, 1991). Entretanto, ao ser testado in vitro junto a
espécie M. javanica, esta fitoalexina ndo apresentou o mesmo efeito nematostatico, de modo que
0 autor sugere a existéncia de uma diferencial capacidade de absor¢édo deste composto ou diferentes
capacidades degradativas do mesmo entre estas duas espécies (KAPLAN; KEEN; THOMASON,
1980b).

Quando lesdes necrdticas de feijdo lima (Phaseolus lunatus L.) foram cuidadosamente
dessecadas préximas a tecidos ndo necrosados na presenca de Pratylenchus scribneri Steiner,
foram encontrados os compostos coumestrol e psoralidina, espécies de fitoalexinas produzidas por
estas plantas, sendo esta considerada uma ma hospedeira ao nematoide. In vitro, o coumestrol
inibiu a mobilidade de P. scribneri, mas esta imobilidade era retomada quando o composto era
retirado do meio; contudo esta fitoalexina ndo teve acao sobre a espécie de M. javanica quando
submetida ao mesmo ensaio (RICH; KEEN; THOMASON, 1977).

A atividade da PAL também foi relacionada a biossintese de fenilpropanoides envolvidos
na defesa, pela inducdo destes compostos em raizes de bananeira resistente cv. Yangambi km5
(Ykmb), infectadas com Radopholus similis (WUYTS; De WAELE; SWENNEN, 2006). Anélises

fitoquimicas em raizes de banana cultivar Pisang sipulu infectadas com R. similis, identificaram a
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presenca de fenilfenalenona anigorufona, uma fitoalexina presente em Musaceae, oriunda da rota
de fenilpropanoides, produzida em resposta aos danos deste nematoide (COOKE; EDWARDS,
1981; LUIS et al., 1994; COLLINGBORN; GOWEN; MUELLER-HARVEY, 2000).

Estudo semelhante, mostrou significativa diferenca na producdo de fenilfenalenonas entre
duas cultivares de banana, Yangambi km5 e Grande Naine, resistente e suscetivel a R. similis,
respectivamente, no qual maior concentracdo da fitoalexina anigorufona, entre outras
fenilfenalenonas, foram encontradas em lesbes radiculares, de menor diametro, em cultivar
Yangambi km5 do que em lesBes de maior didmetro presentes em raizes da cultivar Grande Naine
(HOLSCHER et al., 2014).

Quando realizado teste in vitro, as fitoalexinas anigorufona e hidroxianigorufona,
apresentaram atividade nematostatica sobre R. similis em todos periodos testados, chegando a
imobilizar 89,1 e 68,7% dos nematoides ap0s 78 horas, respectivamente. Apesar de ambas
cultivares produzirem estas duas fitoalexinas ap0s a penetracao de R. similis, 0 autor destaca que a
producdo em baixas concentracBes observada na cultivar suscetivel (Grande Naine), ndo foi
eficiente em imobilizar o nematoide, permitindo que 0 mesmo continuasse a se alimentar e invadir
os tecidos vizinhos ao ponto de infec¢o, criando lesdes maiores (HOLSCHER et al., 2014). Neste
mesmo estudo in vitro, foi observado que apds absorvido, a anigorufona é convertida de lipidios
no interior do corpo do nematoide, possivelmente afetando o sistema regulatério lipidico. Este
lipidio encontra-se aglomerado em particulas que se alargam, porém, ndo ocorrendo a expansdo do
corpo do nematoide, limitando o espaco disponivel para os 6rgaos internos e processos bioldgicos
essenciais.

Estudo envolvendo cultivares de trigo suscetivel e resistente a Pratylenchus thornei Sher e
Allen, demonstrou supressdo da migracdo, desenvolvimento e reproducdo destes nematoides em
raizes de plantas resistentes, porém a penetracdo em ambos tipos de plantas foi estatisticamente
igual, o que demonstra a acdo destes mecanismos de resisténcia ap0s o processo de infecgédo, assim
como houve reducéo na deposicédo de ovos por fémea e eclosdo de P. thornei quando submetidos
a exsudatos destas cultivares resistentes (LINSELL, 2014). Os autores acreditam haver a presenga
de uma alta concentracdo de composto inibitorios, tanto nas raizes como nos exsudatos das
cultivares de trigo resistente, aos quais reduzem a movimentacao e alimentacdo do nematoide,

restringindo seu desenvolvimento e producdo de ovos. Tais compostos possuem agdo apenas
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nematostatica, j& que houve retomada na atividade do nematoide quando os exsudatos foram
removidos do meio, porém tais composto ndo tiveram qualquer acdo inibitoria sobre a espécie
Pratylenchus neglectus (Rensch) Filipjev e Schuurmans Stekhoven.

Outro estudo de resisténcia realizado com cultivares de alfafa a Pratylenchus penetrans
(Cobb) Chitwood e Oteifa, mostrou aumento, quatro dias apds a infeccdo do nematoide, na
transcricdo de RNAm relacionada a rota do fenilpropanoides e responsaveis pela codificagdo da
enzima fenilalanina aménia-liase em cultivares resistentes, quando comparadas as suscetiveis.
Além disso também foi observado aumento na inducdo de transcriptomas relacionadas a enzima f3-
1,3-glucanase e a fitoalexina medicarpina em cultivares resistentes ao nematoide, esta Ultima,
quando estudada in vitro, foi responsavel pela reducdo na mobilidade do nematoide
(BALDRIDGE; O’NEILL; SAMAC, 1998).

O acumulo de fendis pode ocorrer devido a excessiva producédo de peroxido de hidrogénio
ou pelo aumento da respiracdo (FARKAS; KRALY, 1962) ou devido a ativacdo rota hexose-
monofosfato, rota do acetato ou pela liberacdo de fendis por enzimas hidroliticas (GOODMAN,;
KIRALY; ZIATLIN, 1967; SEENIVASAN, 2011). Muitos destes compostos fendlicos,
especialmente as formas oxidadas, sdo toxicas, repelindo ou afetando negativamente o
desenvolvimento juvenis de nematoides, agindo como uma barreira mecénica a penetracdo do
nematoide (SELIM et al., 2014).

Todas as porgdes fendlicas sdo geradas através da rota biosintética da via dos
fenilpropanoides, por uma série de reacGes de hidroxilacdo, metilacdo e desidratacdo do acido
cindmico, ao qual é oriundo da fenilalanina pela acdo da enzima PAL, envolvida no ponto de
ramificacdo entre a via priméria do &cido chiquimico e a via secundéria dos fenilpropanoides
(LEWIS; YAMAMOTO, 1990; DIXON; HARRISON; LAMB, 1994). Os éacidos fendlicos
presentes nas células vegetais estdo usualmente conjugados a acgucares, outros carboidratos
presentes na parede celular, acidos organicos e nos complexos polimeros de lignina da parede
celular sdo formados a partir destes fenilpropanoides e ésteres (DIXON; PAIVA, 1995;
WHETTEN; SEDEROFF, 1995). Em estudo com tomateiro, foi observado correlagdo positiva
entre resisténcia a M. incdgnita e presenca de fendis no sistema radicular (BAJAJ;, ARORA;
MAHAJAN, R et al., 1983).
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Na interacéo patdgeno hospedeiro entre Musa spp. e nematoides, foram observados elevado
acimulo de compostos fenolicos e proantocianidinas (FOGAIN; GOWEN, 1996;
COLLINGBORN; GOWEN; MUELLER-HARVEY, 2000), inducdo de fitoalexinas do tipo
fenalenona (LUIS, 1998) e aumento na lignificacdo das paredes celulares de raizes de cultivares de
bananas resistentes a R. similis (VALETTE etal., 1998; WUYTS et al., 2007). No caso da interacéo
entre Pratylenchus coffeae Goodey e Musa spp. observou-se um aumento no teor de fendis e
enzimas oxidativas de fenois em raizes de plantas resistentes ao nematoide (SUNDARARAJU;
SUBA, 2006; DEVI et al., 2009).

Estudo realizado também em Musa spp. demonstraram que as enzimas provenientes da rota
fenilpropanoides, metabdlitos fendlicos e polimeros fendlicos de lignina possuem um papel
importante na resisténcia de bananeiras a P. coffeae, sendo observadas através de um significativo
aumento nos niveis de atividade da enzima PAL, alcool cinamilico desidrogenase (CAD) e a rapida
producéo e deposicao de lignina e fenilpropanoides ligados a parede celular em raizes de cultivares
resistente de bananeira apés a infeccao pelo nematoide (VAGANAN et al., 2014). CAD é aenzima
chave na rota de lignificagdo, catalisando o processo final na sintese de monoligndis, convertendo
assim os cinamaldeidos em alcoois (WHETTEN; SEDEROFF, 1995), sendo considerado um
indicador da biossintese de lignina (WALTER et al., 1988; FERRER et al., 2008), podendo ser
regulada por condicdes de estresse ou ataque de patégenos (CAMPBELL; ELLIS, 1992; FOGAIN;
GOWEN, 1996)

Em cultivares de bananeira resistente a R. similis, foi observado a presenca de flavonoides
e ésteres cafeicos em células do parénquima e tecidos vasculares e &cido feldrico nas paredes de
células do parénquima de raizes, ndo sendo detectado em plantas suscetiveis. Apesar destes
compostos ndo terem sua atividade nematicida testada in vitro, os autores acreditam que estes
compostos possam criar um ambiente toxico para entrada e multiplicacdo do nematoide. Além
disso, também foi observado aumento na lignificacdo e suberizacdo da endoderme, restringindo a
penetracdo e multiplicacdo do patdgeno nos tecidos vasculares (VALETTE et al., 1998). O
acumulo anormal de flavonoides dentro da parede celular e lamela média pode ter contribuido
reforcando as estruturas da parede celular através da acdo de enzimas peroxidases, aos quais foram
encontradas em maior atividade em cultivares de banana resistentes quando comparadas as
suscetiveis (MATEILLE, 1994).
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A esterificacdo de acidos fendlicos e a ligacdo destes tipos de ésteres a polissacarideos,
formando os polimeros de lignina na parede celular primaria dos hospedeiros, tem sido considerada
uma barreira quimica de defesa a patdgenos, servindo também como molde para posterior
esterificacdo e lignificacdo da parede celular (BECKMAN; MULLER, 1970). A lignina é composta
de metabdlicos fendlicos aromaticos que sdo ativamente depositados na parede celular durante o
processo de infeccdo como mecanismo de resisténcia a penetracdo do patégeno (BOUDET;
LAPIERRE; GRIMA-PETTENATI, 1995). Em estudos histoldgicos do sistema radicular de
acessos de banana resistentes a P. coffeae, foi observado alto nimero de compostos fendlicos e
células lignificadas, prevenindo a entrada do nematoide no cortex, mantendo a integridade destas
células, enquanto em cultivares suscetiveis, foram observados maiores nimeros de cavidades no
parénquima cortical, com deformacdo destas células devido a penetracdo do nematoide (DEVI et
al., 2009).

Outra enzima importante no fendmeno de resisténcia sistémica é a peroxidase (POX), a
qual atua na polimerizacdo de compostos fendlicos, formacdo de ligacGes cruzadas entre
extensinas, lignina e polissacarideos, assim como, na catalise do processo final de biossintese de
lignina, através da polimerizacdo do alcool cinnamil (GOLDBERG et al., 1985; ESPELIE;
FRANCESCHI; KOLATTUKUDY, 1986). A POX promove a catalise da oxidacdo de compostos
fendlicos, oriundos da rota de fenilpropanoides, pela reducdo do perdxido de hidrogénio (H205),
sendo funcional a uma ampla gama de processos fisioldgicos normais ou relacionados ao estresse,
incluindo lignificacdo e suberizacdo (ROBB et al., 1991; PASSARDI; PENEL; DUNAND, 2004).
A fortificacdo da lignina e suberina presentes nas paredes celulares, tornam-nas potencialmente
mais resistentes a forcas de compresséo ou a degradacdo por enzimas hidroliticas provenientes dos
patdgenos (WUYTS; De WAELE; SWENNEN, 2006).

Soma-se as enzimas citadas anteriormente, a polifenoloxidase (PPO), responsavel pela
catalise da o-hidroxilagdo de monofendis a o-difendis e pela oxidagao de o-difendis em o-quinonas,
compostos de alta toxicidade, ao qual rapidamente polimeriza produzindo pigmentos escuros e
marrons (DAS et al., 2010). Em tecidos sadios, a PPO encontra-se localizada nos plasmideos, e
quando submetido a injurias, pelo processo de alimentacdo ou infeccdo, a compartimentalizacao
celular é perdida e a PPO pode reagir sobre os substratos fenolicos, oriundos dos vacuolos. Estes

polifendis sdo responsaveis pelo escurecimento dos tecidos durante a formacdo das lesdes,
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limitando infec¢bes secundarias e a propagacdo dos agentes patogénicos (VAUGHN; DUKE,
1984).

Um importante papel das enzimas polifenoloxidase é de oxidar polifendis e complexos
fendlicos. A maioria dos fenois ocorrem ligados aos tecidos da planta contendo mono e polifendis.
O acumulo de monofendis é um importante critério para determinacéo de resisténcia (GIEBEL,
1974). Mesmo havendo menor acimulo de compostos fendlicos em cultivares resistentes de banana
a nematoides, também foi observado alta atividade da enzima polifenoloxidase, a qual,
possivelmente, foi responsavel pela oxidacdo dos polifendis e um maior acimulo de monofenois,
sendo estes responsaveis pela resposta de resisténcia (SUNDARARAJU; SUBA, 2006).

Foi observado aumento na producdo de fenois e lignina e na atividade das enzimas
polifenoloxidase (PPO), peroxidase (POX) e fenilalanina-aménia liase (PAL) em raizes de banana
resistentes a R. similis, principalmente aos sete dias ap0s inoculacdo (SANKAR et al., 2017).
Resultados semelhantes, foram observados em estudos de mutantes resistentes e tolerantes de
banana a P. coffeae, sendo observado maior atividade PAL, POX e PPO, quando comparados as
cultivares suscetiveis (KUMAR et al., 2008). A enzima peroxidase também pode ter sua expressao
aumentada tanto em cultivares suscetiveis como resistentes de banana quando inoculadas com P.
coffeae, porém a expresséo foi significativamente maior em acessos diploides resistentes (DEVI et
al., 2007).

Hoje sabe-se que a enzima peroxidase, além reduzir a concentracdo de perdxido de
hidrogénio, também é responsavel por tornar o conteddo celular toxico e extremamente
desfavoravel ao patdgeno pela regulacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
nitrogénio (PASSARDI et al., 2005; SCHAFFER; BRONNIKOVA, 2012). Porém, recentes
transcriptomas obtidos de P. thornei e P. coffeae evidenciaram que nematoides do género
Pratylenchus secretam componentes antioxidantes que geralmente metaboliza ROS. Dentre estes
compostos, incluem as enzimas superoxido dismutase e peroxiredoxinas, enzimas estas, também
observadas em nematoide parasitas de animais, as quais podem reduzir o peroxido de hidrogénio
presente na superficie do nematoide, funcdo semelhantemente observada para a enzima glutationa
peroxidase, conhecida por ser secretada pela hipoderme de Globodera rostochiensis Wollenweber
(JONES et al., 2004; JONES; FOSU-NYARKO, 2014).
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1.1.8 Ativacao de defesas no controle de P. brachyurus

Dentre das pesquisas com indutores de resisténcia para 0 manejo de Pratylenchus spp., foi
observado que o fosfito de potassio foi eficiente em reduzir a populacdo do nematoide em milho
(DIAS-ARIEIRA et al., 2012), o que possivelmente ocorreu devido a capacidade do fosfito
estimular mecanismos de autodefesa em plantas, como a producdo de fitoalexinas (DERCKS;
CREASY, 1989). No patossistema soja e P. brachyurus, a aplicagédo do produto comercial Soil-
Set® (Alltech) em parte aérea, promoveu a redugio no niimero total de nematoides e nematoide g-
! raiz, independente do periodo avaliado (MIAMOTO et al., 2017). Os autores acreditam que o
Mn*2, presente na composicdo do produto, possa ter estimulado a atividade das enzimas
fenilalanina amonia-liase e peroxidase, enzimas estas responsaveis pela sintese de lignina,
proporcionando o aumento na resisténcia (MARSCHNER, 2012).

O ASM foi eficiente no manejo de populacdes mistas, composta por Meloidogyne e
Pratylenchus em cana-de-acucar (CHAVES et al., 2004). Porém, em outro trabalho, ndo foi
eficiente em controlar Pratylenchus zeae Graham na mesma cultura (CHAVES et al., 2012). O
produto silicato de potassio também ndo apresentou resultados positivos quanto ao controle de P.
zeae, 100 dias apos o transplante de cana (GUIMARAES et al., 2008).

Em estudos com a espécie P. brachyurus, ASM aplicado via tratamento de semente (TS),
parte aérea (PA) e TS + PA, foi eficiente em reduzir a populagdo do nematoide em milho, quando
comparados a testemunha, ndo havendo diferenca estatistica entre os tratamentos, apenas nas doses
que melhor reduziram o nimero de nematoide g raiz, 0,6, 0,51 e 0,65 g i.a. L}, respectivamente,
nédo afetando o desenvolvimento vegetativo (CARDOSO et al., 2016). Também, quando aplicado
em parte aérea, 30 dias apos semeadura de soja, ASM foi eficiente em reduzir a populagdo de
nematoides tanto no sistema radicular da planta (62,5 a 69,77%), quanto no solo (62,5 a 69,77%)
artificialmente infestado com populagéo estimada em 500 espécimes de P. brachyurus planta™* por
60 dias (HOMIAK et al., 2017).

ASM quando aplicado em cultivares de milho resistente e suscetivel a P. brachyurus foi
eficiente em reduzir a populacdo do nematoide em ambas cultivares, independente da época de
aplicacdo. O produto Ecolife® promoveu a reducdo do nematoide apenas na cultivar resistente,
enquanto para o fosfito de manganés os resultados foram variaveis (PUERARI et al., 2015). O

Ecolife®, de acordo com informagdes do fabricante, ¢ um composto de biomassa citrica, que
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contem polifendis, flavonoides, fitoalexinas e acidos organicos diluidos, sendo também citado por
possuir substancias que provocam alteracdes no metabolismo das plantas, auxiliando na prevencéo
de doengcas (MOTOYAMA et al., 2003).

Apesar da eficiéncia de alguns compostos ativadores de resisténcia no controle de P.
brachyurus, ainda ndo ha estudos que demonstrem como este produto atua na planta, promovendo

assim a reducéo na populagao deste nematoide.
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Indutores de resisténcia no controle de nematoides das lesdes radiculares em

milho resistente e suscetivel

RESUMO

Pratylenchus brachyurus destaca-se entre os nematoides de grande importancia para a agricultura
nacional, principalmente pela dificuldade de controla-lo. Assim, o trabalho teve como objetivo
avaliar a eficiéncia de indutores de resisténcia no manejo do parasito em milho resistente e
suscetivel. Foram estudados os indutores Bion 500 WG® (acibenzolar-S-metil), Ecolife® (biomassa
citrica) e Phytogard Manganés (fosfito de manganés). O experimento foi conduzido em esquema
fatorial 2 x 4, consistindo em duas cultivares de milho (resistente e suscetivel) e aplicacdo de cada
indutor aos sete e um dia antes da inoculacdo, sete dias ap6s a inoculagdo e plantas sem inoculagdo
de cada indutor. Acibenzolar-S-metil foi eficiente em reduzir a populagdo do nematoide em ambas
cultivares. Ecolife® promoveu reducio do nimero de nematoide g de raiz’* em cultivar suscetivel;
enguanto os resultados para o fosfito foram variaveis. Em geral, os indutores ndo apresentaram
efeito expressivo sobre o desenvolvimento da planta, sendo o mesmo afetado principalmente pelo
fator gendtipo.

Palavras-chave: Acibenzolar-s-metil. Ecolife®. Fosfito de manganés. Pratylenchus brachyurus.

Zea mays.
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Indutores de resisténcia no controle de nematoides das lesdes radiculares em

milho resistente e suscetivel

ABSTRACT

Pratylenchus brachyurus stands out among the major importance nematodes for the national
agriculture, due your difficulty of control. Thus, the study aimed to evaluate the efficiency of
resistance inductors in the nematode management in resistant and susceptible maize. It was studied
the inductors Bion 500 WG® (acibenzolar-S-metil), Ecolife® (citric biomass) e Phytogard
Manganés (manganese phosphite). The experiment was conducted in a factorial arrangement (2 x
4) composed for two maize genotypes (resistant and susceptible to nematode). Each inductor was
applied, singly, seven days and one day before inoculation and seven days after inoculation to
nematode. Untreated plants were used as control. The inductor Acibenzolar-S-metil was efficient
to reduce the nematode population in both genotypes. Ecolife™ promoted the reduction of
nematode number g root™ in susceptible genotype while the results were variable for manganese
phosphite. In general, the inductors showed no significant effect on plant development and the
same factor mainly affected by genotype.

Keywods: Acibenzolar-s-metil. Ecolife™. Manganese phosphite. Pratylenchus brachyurus,

Zea mays L.
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INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € um dos mais importantes produtos do setor agricola brasileiro,
com constante aumento na area de plantio e produtividade. Além disto, no pais, o milho destaca-
se como a principal cultura para rotacdo ou sucessdao com soja (Glycine max (L.) Merril). Porém,
0 sistema de cultivo soja-milho tem causado constante aumento nas populagdes dos nematoides
das lesdes radiculares (Pratylenchus brachyurus (Godfrey) Filipjev e Schuurmans Steckhoven).
Esta espécie é citada como de grande importancia para as principais culturas de interesse
econdmico no pais, como soja, milho e cana-de-acucar (JAEHN; MENDES; SILVA, 1998;
SEVERINO; DIAS-ARIEIRA; TESSMANN, 2010; INOMOTO, 2011). Outro problema
agravante é que a maioria dos hibridos de milho disponiveis no mercado sdo suscetiveis ao
nematoide (INOMOTO, 2011).

O controle de P. brachyurus é complexo e requer o emprego de praticas integradas. Uma
das ferramentas que pode ser usada no sistema de manejo é a aplicacdo de indutores de resisténcia.
O estudo da inducgéo de resisténcia para o controle de nematoides tem sido relatado com maior
frequéncia nos ultimos anos, sendo possivel encontrar trabalhos utilizando diversos elicitores,
contra diferentes nematoides, em varias culturas (FABRY et al., 2007; FRANZENER et al., 2007;
MOLINARI; BASER, 2010; PUERARI et al., 2013a). Contudo, geralmente os trabalhos
concentram-se na pesquisa com Meloidogyne spp.

Dentre as pesquisas com indutores de resisténcia para 0 manejo de Pratylenchus spp., Dias-
Arieira et al. (2012) constataram que o fosfito de potassio foi eficiente em reduzir a populagédo do
P. brachyurus em milho, o que possivelmente ocorreu devido a capacidade do fosfito estimular
mecanismos de autodefesa em plantas, como a producdo de fitoalexinas (DERCKS; CREASY,
1989). O fosfito de manganés também foi estudado, objetivando o controle de Meloidogyne
javanica (Treub) Chitwood, ao qual reduziu o nimero de ovos g de raiz, quando aplicado sete
dias antes da inoculacdo do nematoide em cultivar de soja resistente (PUERARI et al., 2013b).

O acibenzolar-S-metil (ASM) foi eficiente no manejo de populag¢des mistas, composta por
Meloidogyne e Pratylenchus em cana de agucar (CHAVES et al., 2004), mas, em outro trabalho,
ndo foi eficiente em controlar Pratylenchus zeae Graham na mesma cultura (CHAVES et al., 2012).
Outro indutor de resisténcia, silicato de potassio, também nédo apresentou resultados positivos no
controle de P. zeae, 100 dias ap6s o transplante de cana (GUIMARAES et al., 2008).
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O Ecolife®, que de acordo com informagdes do fabricante, é um composto de biomassa
citrica, que contem polifendis, flavonoides, fitoalexinas e acidos organicos diluidos, também foi
citado por possuir substancias que provocam alteracdes no metabolismo das plantas, auxiliando na
prevencdo de doencas (MOTOYAMA et al., 2003) e tem mostrado potencial de controle frente a
diferentes populacGes de nematoides (Meloidogyne incognita (Kofoid e White), Chitwood + P.
brachyurus) em cana-de-agtcar (GUIMARAES, 2007).

Diante da escassez de pesquisas visando o uso de indutores no manejo de Pratylenchus
spp., o trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do ASM, fosfito de manganés e Ecolife® no

manejo de P. brachyurus em milho resistente e suscetivel.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetacdo, da Universidade Estadual de
Maringd, Campus Regional de Umuarama, Umuarama, Parang, Brasil. Cada indutor foi estudado
em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 4, sendo avaliados duas
cultivares de milho, hibrido Génese 2005 (MENDONCA FILHO et al., 2012) e AL Bandeirantes,
considerados resistentes e suscetiveis ao nematoide, respectivamente, e trés épocas de aplicacdes
de cada indutor (aplicacdo sete e um dia antes da inoculacdo, sete dias apds a inoculacdo) e a
testemunha, sem aplicacdo. Os experimentos foram conduzidos em dois periodos diferentes:
experimento 1 de 14/08/2012 a 14/10/12, constando de cinco repetigdes, e experimento 2 de
06/10/12 a 06/12/13, constando de quatro repeticoes.

As sementes de milho foram semeadas em bandejas de poliestireno, contendo substrato
Plantmax® (composto de casca de pinheiro, fibra de coco e vermiculita). Aos 12 dias apos a
semeadura, realizou-se o transplante das mesmas para vasos contendo 1,5 L da mistura solo: areia
(2:1, v:v), previamente autoclavado (120°C 2 horas™).

As plantas foram tratadas, separadamente, com acibenzolar-S-metil (Bion 500®, Syngenta),
fosfito de manganés (Phytogard Manganés®, Sttoler) e Ecolife® (Quinabra), nas dosagens
recomendadas pelo fabricante, ou seja, 0,5 g L%, 20 mL L e 1,5 mL L de 4gua, respectivamente.
As aplicacdes foram feitas por aspersdo na parte aérea, até o ponto de escorrimento superficial,

protegendo o solo para que ndo recebesse o0 produto.
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O in6culo utilizado foi obtido de populacéo pura de P. brachyurus mantida em raizes de
milho. Para obtencdo dos nematoides, as raizes foram submetidas a extracdo seguindo a
metodologia proposta por Coolen; D'Herde (1972), sendo a suspensdo calibrada para 250
espécimes mL™, utilizando caAmara de Peters e microscopio ptico. Cada planta foi inoculada com
1000 nematoides, aplicando-se a suspensdo em quatro orificios abertos no solo, ao redor do colo
da planta.

As plantas permaneceram em casa de vegetacdo por 60 dias, sendo irrigadas diariamente.
Decorrido este periodo, as mesmas foram coletadas e a parte aérea foi separada do sistema
radicular. Na parte aérea determinou-se altura, utilizando régua milimetrada, massa fresca e seca,
utilizando balanga semi-analitica. Para obtengdo da massa seca, a parte aérea foi depositada em
sacos de papel e mantida em estufa de secagem por circulacdo forcada, a 65 °C até a obtencédo do
peso constante.

O sistema radicular foi cuidadosamente lavado e colocado sobre papel absorvente para
eliminacdo do excesso de agua. Em seguida, determinou-se a massa fresca da raiz e,
posteriormente, avaliou-se 0 numero de nematoides por sistema radicular, extraidos pela
metodologia ja descrita. As amostras foram avaliadas em camara de Peters, sob microscopio optico.
O numero de nematoides por sistema radicular foi dividido pela massa da raiz, obtendo-se 0 nimero
de nematoides g* raiz.

Os dados obtidos para cada indutor foram submetidos a analise de variancia e, quando
houve interacdo entre os fatores, realizou-se o desdobramento estudando o fator época de aplicacéo

dentro de cada genotipo. As médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Os

dados foram transformados em +x + 1 para as analises.

RESULTADOS
Para o produto ASM, observou-se que para altura de planta, a interacdo cultivar x aplicagdo
de indutor foi significativa no experimento 1, no qual plantas ndo tratadas apresentaram
crescimento superior aquelas tratadas com o indutor, especialmente sete dias antes da inoculacéo,
independente da cultivar (Tabela 1.1). Contudo, os fatores e suas interagdes ndo apresentaram

significancia no experimento 2.
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Para a massa fresca da parte aérea, a Unica significancia observada foi para o fator cultivar
no experimento 1, sendo que o resistente (GNZ 2005) apresentou média (40,5 g) significativamente
superior (32,5 g) ao suscetivel (AL Bandeirantes). Enquanto a massa seca apresentou interacao
significativa no experimento 1, com valor superior a testemunha no tratamento um dia antes da
inoculacdo na cultivar resistente (Tabela 1.1). No experimento 2 (Tabela 1.1), mais uma vez,
apenas o fator cultivar foi significativo para massa seca de parte aérea, sendo o resistente (6,9 g)
superior ao suscetivel (5,8 g). A massa fresca de raiz sé apresentou diferenca significativa para o
fator cultivar no experimento 1, com média superior para a cultivar resistente (19,6 g), quando

comparada a suscetivel (13,7 g).

Tabela 1.1 Anélise do desdobramento da época de aplicacdo dentro de cada cultivar para os
parametros altura de planta e massa fresca e seca da parte aérea de milho, tratado com acibenzolar-
S-metil, em experimentos realizados em dois periodos diferentes

Epoca Altura (cm) MFPA (9) MSPA (9)
de Exp. 1 Exp.2 Exp.1 Exp.2 Exp.1 Exp. 2
aplicacdo Resist.  Suscet. - - - Resist.  Suscet. -

Test. 100,0a 110,8a  73,0™ 39,1™ 17,7 12,2b 142ab  6,4"™
7 DAt 79,6b 81,8b 73,1 29,0 20,1 14,1b 11,4b 6,7
1 DAt 98,4a 85,6b 79,5 37,1 16,5 20,8a 11,6b 6,0
7 DApI 79,3b 101,0ab 72,4 40,8 15,9 17,7ab  17,8a 6,2

CV(%) 8,52 6,42 8,94 9,82 18,44 16,26

Meédias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ns=
ndo significativo. Test.=testemunha. DAtl=dias antes inocula¢do. DApl=dias ap6s inoculacdo. MFPA=massa fresca
de parte aérea. MSPA=massa seca de parte aérea.

Quanto ao numero de nematoides por grama de raiz, tanto os fatores, quanto suas interacdes
foram significativas. A analise do desdobramento mostrou que para a cultivar suscetivel, em ambos
0s experimentos, a reproducdo do nematoide foi inferior quando o milho foi tratado com 0 ASM
(Tabela 1.2). O mesmo foi observado para a cultivar resistente, porém apenas no experimento 1.

Para o produto comercial Ecolife™ observou-se reducdo na altura de planta apenas no
experimento 1, principalmente quando aplicado sete e um dia antes da inoculacdo, independente
do gendtipo (Tabela 1.3). No entanto, os fatores e a interagdo ndo mostrou significancia no

experimento 2. A massa fresca da parte aérea foi influenciada pela época de aplicacdo e pela
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interacdo no experimento 1, cujo desdobramento mostrou que a cultivar suscetivel ndo tratado

apresentou média superior ao tratamento com indutor (Tabela 1.3).

Tabela 1.2 Andlise do desdobramento da época de aplicacdo dentro de cada cultivar para os
parametros massa fresca de raiz e nematoide g de raiz* de milho, tratado com acibenzolar-S-metil,
em experimentos realizados em dois periodos diferentes

Epoca MFR (g) Nematoide g raiz”*
de Exp. 1 Exp. 2 Exp. 1 Exp. 2
aplicagao - Resist. Suscet. Resist. Suscet.
Test. 17,0 15,1 74,7a 226,2a 147,9™ 318,32
7 DAtI 14,2 16,7 49,5b 65,7¢ 152,3 128,3b
1 DAtI 16,2 15,5 53,9b 59,6¢ 149,3 115,8b
7 DApl 19,3 15,2 52,2b 139,6b 155,1 42,9b
CV(%) 21,05 15,30 19,72 22,29

Meédias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ns=
ndo significativo. Test.=testemunha. DAtI=dias antes inoculacdo. DApl=dias apds inoculacdo. MFR=massa fresca de
raiz.

No experimento 2, a massa fresca da parte aérea foi influenciada apenas pela cultivar, com
valor superior para o resistente (19,9 g contra 15,0 g). Resultado semelhante foi observado para a
massa seca, quando o material resistente apresentou média significativamente superior ao
suscetivel (14,5 g e 11,9 g no experimento 1 e 7,0 e 5,6 g no experimento 2, para as cultivares
resistente e suscetivel, respectivamente) e, também, para a massa fresca da raiz, cujas médias foram
17,6 ge 13,8 g (experimento 1) e 17,9 e 14,8 g (experimento 2), para o0 milho resistente e suscetivel,
respectivamente (Tabela 1.3).

Tabela 1.3 Anélise do desdobramento da época de aplicacdo dentro de cada cultivar para os
parametros altura de planta, massa fresca e seca da parte aérea de milho, tratado com Ecolife™,
em experimentos realizados em dois periodos diferentes

Epoca Altura (cm) MFPA (9) MSPA (9)
de Exp. 1 Exp.2 Exp.1 Exp.2 Exp.1 Exp.2
aplicacd0 Resist,  Suscet. - Resist.  Suscet. - - -
Test. 100,0a 101,0a  74,3™ 37,1 412a 17,7 13,2™ 6,5

7DAtl  580c  72,6b 74,0 330 2750 159 128 56
1DAtl  762bc 7500 76,0 41,0 196c 19,8 130 6,9
7DApl  8l4ab 880ab 765 40,8 243b 16,7 138 64
CV(%) 9,36 8,12 18,91 1534 16,11 14,05
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Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ns=
nao significativo. Test.=testemunha. DAtl=dias antes inoculagdo. DApl=dias apés inoculacdo. MFPA=massa fresca
de parte aérea. MSPA=massa seca de parte aérea.

A interacdo entre os fatores foi significativa para 0 numero de nematoides/g de raiz,
observando-se que o tratamento da cultivar resistente aumentou a populacdo do nematoide,
especialmente quando aplicado um dia antes da inoculacdo (Tabela 1.4). Por outro lado, em ambos
0s experimentos, o tratamento de milho suscetivel com Ecolife™ reduziu o nimero de nematoide,

independente da época de aplicagéo.

Tabela 1.4 Anélise do desdobramento da época de aplicacdo dentro de cada cultivar para os
parametros massa fresca de raiz e nematoide g de raiz' de milho, tratado com Ecolife™, em
experimentos realizados em dois periodos diferentes

Epoca MFR () Nematoide g raiz*
de Exp. 1 Exp. 2 Exp. 1 Exp. 2
aplicacdo  Resist. Suscet. Resist. Suscet. Resist. Suscet.
Test. 17,0™ 15,1 74,7b 226,2a 147 ,9ab 318,32
7 DAt 14,7 15,2 106,1ab 154,0b 138,9ab 259,3b
1 DAt 14,7 17,1 198,3a 167,6b 200,4a 221,2bc
7 DApl 16,3 17,9 105,5ab 168,2b 77,2b 192,9¢
CV(%) 21,12 18,52 14,14 24,74

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ns=
ndo significativo. Test.=testemunha. DAtI=dias antes inoculagdo. DApl=dias apds inoculacdo. MFR=massa fresca de
raiz.

O uso do fosfito de manganés ndo promoveu alteracdo na altura de plantas (Tabela 1.5).
Massa fresca de parte aérea foi maior na cultivar resistente em ambos periodos, com valores de
37,0e 20,3 g (experimento 1) e 19,5 e 14,4 g (experimento 2), para a cultivar resistente e suscetivel,
respectivamente. Da mesma forma, para massa fresca de raiz (Tabela 5), a cultivar resistente
apresentou valores superiores ao suscetivel (17,0 x 13,9 g, para o experimento 1, e 17,1 x 12,7 ¢
para o experimento 2).

Para a massa seca tanto a cultivar, quanto a interacdo dos fatores ndo foram significativas
no experimento 1 (Tabela 1.5). No experimento 2, apenas o fator cultivar foi significativo, com
valores superiores para a cultivar de milho resistente (6,7 g x 5,2 g, para resistente e suscetivel,

respectivamente).
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Tabela 1.5 Andlise do desdobramento da época de aplicacdo dentro de cada cultivar para 0s
parametros altura de planta, massa fresca e seca da parte aérea de milho, tratado com fosfito de
manganés, em experimentos realizados em dois periodos diferentes

Epoca Altura (cm) MFPA (9) MSPA (g)
apli(cj:Zgéo Exp. 1 Exp. 2 Exp.1 Exp. 2 Exp. 1 Exp. 2
Test. 100,5™ 71,6 39,1™ 17,7 13,2™ 6,4™
7 DAt 87,0 71,6 35,9 15,0 15,1 5,2
1 DAl 91,4 76,1 27,0 18,7 12,2 6,1
7 DApI 87,8 74,9 32,5 16,4 14,2 6,1
CV(%) 9,39 9,05 14,88 16,06 14,03 13,33

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ns=
ndo significativo. Test.=testemunha. DAtlI=dias antes inoculagdo. DApl=dias apds inoculagcdo. MFPA=massa fresca
de parte aérea. MSPA=massa seca de parte aérea.

Observou-se interagio significativa entre os fatores para o parametro nematoide g de raiz ?,
em ambos os experimentos. No experimento 1, houve redugdo na populacdo do nematoide em
milho suscetivel tratado sete e um dia antes da inoculacdo (Tabela 1.6). Enquanto no experimento
2, menor reproducdo do nematoide foi constatada em cultivar resistente, quando tratado sete dias

antes da inoculagéo, se comparado aos demais tratamentos e testemunha ndo tratada.

Tabela 1.6 Andlise do desdobramento da época de aplicacdo dentro de cada cultivar para os
parametros massa fresca de raiz e nematoide g de raiz* de milho, tratado com fosfito de manganés,
em experimentos realizados em dois periodos diferentes

Epoca MFR (g) Nematoide g raiz*
de Exp. 1 Exp. 2 Exp. 1 Exp. 2
aplicacdo . - Resist. Suscet. Resist. Suscet.
Test. 17,0™ 15,1™ 104,7" 226,2a 189,5a 318,3™
7 DAt 14,0 14,6 123,8 104,1c 126,5b 391,5
1 DAl 12,7 15,1 148,8 146,2bc 155,7ab 398,1
7 DApl 18,0 14,9 106,5 187,6ab 134,5b 201,2
CV(%) 19,78 21,02 23,37 10,41

Meédias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ns=
ndo significativo. Test.=testemunha. DAtI=dias antes inocula¢do. DApl=dias apds inoculacdo. MFR=massa fresca de
raiz.

DISCUSSAO
A auséncia de efeito do ASM no desenvolvimento de plantas foi anteriormente observada
em outros patossistemas, como M. javanica e Rotylenchulus reniformis Linford & Oliveira em
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feijdo caupi ou soja (CHINNASRI; SIPES; SCHMITT, 2003), M. exigua Goeldi em café
(SALGADO; RESENDE; CAMPQS, 2007), M. incognita (Kofoid; White) Chitwood em tomate
(MOLINARI; BASER, 2010) e M. incognita em soja (PUERARI et al., 2013a). Possivelmente, tal
fato ocorra devido ao consumo energético que a planta possui durante o processo de ativacdo dos
mecanismos de resisténcia (DIETRICH et al., 2005). No caso dos patossistemas envolvendo
nematoides sedentarios, a principal explicacdo para isto é que o ASM ndo altera a taxa de
penetracdo ou a inducdo de sitios de alimentacdo, mas sim a reproducdo do nematoide
(CHINNASRI; SIPES; SCHMITT, 2003; MOLINARI; BASER, 2010), assim o0 ASM permite que
0 nematoide cause danos no sistema radicular, comprometendo ou interferindo no desenvolvimento
da parte aérea. Porém, para nematoides endoparasitos migradores, o modo de a¢do do indutor ainda
ndo foi elucidado. Dois fatores podem ter contribuido para o maior desenvolvimento vegetativo da
cultivar resistente: a) menor nivel de estresse causado pela infeccdo do nematoide; b) as proprias
caracteristicas genotipicas do milho.

A eficiéncia do ASM para 0 manejo de fitonematoides ja foi comprovada em diferentes
estudos. Quando aplicado via pulverizacdo foliar em videiras, sete dias antes da inoculagdo com
M. javanica e M. arenaria (Neal) Chitwood, 0 ASM promoveu reduc¢des de 40 a 80% no nimero
de galhas e ovos em relacdo a plantas ndo tratadas (OWEN; GREEN; DEVERALL, 1998).
Resultados semelhantes foram obtidos pela aplicacdo prévia no patossistema M. incognita-
tomateiro (SILVA et al., 2002; SILVA et al., 2004). O ASM também foi eficiente no manejo de
populacbes mistas, composta por Meloidogyne e Pratylenchus em cana de agucar (CHAVES et al.,
2004). Contudo, em outro trabalho, ndo foi eficiente em controlar Pratylenchus zeae Graham na
mesma cultura (CHAVES et al., 2012). Respostas de defesas nas plantas foram verificadas em
raizes de tomateiro tratado com ASM, cinco dias apds aplicacdo do indutor, sendo observado um
aumento na atividade da enzima B-1,3-glucanase (OWEN; GREEN; DEVERALL, 1998).

O Ecolife™ ocasionou uma reducéo no crescimento do milho apenas em experimento 1.
Resultados semelhantes foram obtidos em estudo conduzido com cultivares de soja suscetivel e
resistente, inoculadas com M. javanica, e tratadas com Ecolife®, na qual, ambas cultivares
apresentaram desenvolvimento vegetativo reduzido (PUERARI et al., 2013b). Conforme citado

anteriormente, este produto € composto de biomassa citrica e, ainda em soja, houve relatos de que
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a aplicacdo de biomassa citrica para controle de doencas da parte aérea ndo promoveu aumento em
parametros vegetativos e reprodutivos da planta (KUHN et al., 2009; MESQUINI et al., 2011).

Em ambos experimentos, Ecolife™ foi eficiente em reduzir a populaco de Pratylenchus
brachyurus, apresentando reducgdes que variaram de 25,6 a 31,9% e 18,5 a 39,4%, no experimento
1 e 2, respectivamente em cultivar suscetivel. E possivel, que a maior suscetibilidade da planta
facilite a observacdo do efeito do produto, uma vez que no trabalho realizado por Puerari et al.
(2013b), os resultados da inducédo por Ecolife™ também foram mais facilmente observados na
associacao soja suscetivel-M. javanica do que em soja resistente-M. javanica.

A eficiéncia do Ecolife™ em controlar P. brachyurus foi anteriormente comprovada em
estudos com populagfes mistas (M. incognita + P. brachyurus) em cana-de-agUcar, obtendo-se
reducdo no nimero de nematoides tanto na raiz quanto na rizosfera (GUIMARAES, 2007). E
possivel que o efeito indutor do Ecolife® esteja na biomassa citrica que o compde, uma vez que,
trabalhos anteriores mostraram que diferentes concentracdes de extratos citricos promoveram a
producéo de fitoalexina gliceolina em cotilédones de soja (MOTOYAMA et al., 2003). KAPLAN;
KEEN; THOMASON (1980) observaram que a producgéo e o acumulo da fitoalexina gliceolina em
cultivares de soja conferiram resisténcia a M. incognita e M. javanica.

Fosfito de manganés ndo apresentou efeito sobre o desenvolvimento vegetativos das
plantas. Resultados semelhantes foram obtidos no patossistema soja-M. javanica, independente da
suscetibilidade da cultivar (PUERARI et al., 2013b). De fato, alguns autores contestam o uso de
fosfito como fonte nutricional de fésforo, destacando que ndo ha evidéncias concretas de que as
plantas o utilizem como fonte direta de fosforo (AVILA et al., 2012; HIROSSE et al., 2012),
inclusive o milho (SCHROETTER et al., 2006).

Em outro estudo envolvendo o fosfito de manganés, apenas o tratamento com aplicacdo
sete dias antes da inoculacdo proporcionou reducdo do nimero de M. javanica em cultivar
resistente de soja, ndo sendo eficiente no controle do nematoide na cultivar suscetivel (PUERARI
et al., 2013b). No trabalho, os autores chamam atencdo para a necessidade de pesquisas
complementares de investigacdo de dosagens e épocas de aplicacdo, assim como, outras fontes de
fosfito, uma vez que em estudo envolvendo o mesmo patossistema, o fosfito de potassio foi
eficiente em reduzir a populacdo de P. brachyurus (DIAS-ARIEIRA et al., 2012). Semelhante,
OKA; TKACHI; MOR (2007) observaram que o fosfito de potassio aplicado na parte aérea
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controlou H. avenae Wolleneber e M. marylandi Jepson e Golden nas culturas de trigo e aveia. Tal
resultado pode ser conferido a capacidade do fosfito estimular a producdo de fitoalexinas
(DERCKS; CREASY, 1989).

CONCLUSAO
Acibenzolar-S-metil e Ecolife™ foram eficientes no controle de P. brachyurus,
principalmente em cultivar de milho suscetivel ao nematoide, sob condic¢des controladas. Enquanto
o fosfito de manganés apresentou valores variaveis sob a populacdo do nematoide. Em geral, 0s
indutores ndo apresentaram efeito expressivo sobre o desenvolvimento vegetativo da planta, sendo

este, afetado basicamente pelo fator cultivar.
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Atividade enzimatica induzida por acibenzolar-S-metil no controle de

Pratylenchus brachyurus em milho

RESUMO

Pratylenchus brachyurus encontra-se entre os principais nematoides na cultura do milho, sendo
seu controle complexo. Diante disto, novas formas de controle tém sido estudadas, entretanto,
pouco se sabe a respeito do modo de acdo dos indutores de resisténcia frente ao controle deste
nematoide. Logo, objetivou-se avaliar a atividade de enzimas relacionadas a defesa de plantas no
controle do nematoide P. brachyurus em plantas de milho tratadas com acibenzolar-S-metil
(ASM). Para isso, plantas de milho foram submetidas aos tratamentos: plantas inoculadas com P.
brachyurus e tratadas com ASM (IT), plantas inoculadas e ndo tratadas (INT), plantas nao
inoculadas e tratadas (NIT) e plantas ndo inoculadas e ndo tratadas (NINT). O ASM foi pulverizado
aos 10 dias ap6s a emergéncia das plantas e o nematoide inoculado (800 espécimes planta™) no
momento da semeadura. A cada cinco (experimento 1) e dois dias (experimento 2) ap0s tratamento,
as plantas foram coletadas, analisando-se parte aérea e raiz, quanto a atividade das enzimas
peroxidase de guaiacol (POX), polifenoloxidase (PPO), fenilalanina aménia-liase (PAL) ¢ B-1,3-
glucanase (GLU). Aos 30 e 60 dias, realizou-se a avaliacdo dos parametros nematologicos. O ASM
foi capaz de reduzir a populagdo do nematoide nas raizes do milho quando comparado a
testemunha. Maior atividade de todas as enzimas foi observada nas raizes de milho, principalmente
aos cinco e seis dias ap0s tratamento em plantas pulverizadas com o produto. Na parte aérea, com
excecdo da enzima PAL, as enzimas também apresentaram maior atividade nas plantas tratadas
com ASM.

Palavras-chave: Controle alternativo. Inducdo de resisténcia. Nematoides das lesdes radiculares.

Proteinas relacionadas a defesa. Zea mays.
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Enzymatic activity induced by acibenzolar-S-metil to Pratylenchus

brachyurus control in maize

ABSTRACT

Pratylenchus brachyurus is one of the main nematodes in the maize crop and its control is complex.
In view of this, new forms of control have been studied, however little is known about the action
mode of resistance inducers against the control of this nematode. Therefore, the objective of this
work was to evaluate the activity of defense-related enzymes in the control of the P. brachyurus
nematode in maize plants treated with acibenzolar-S-methyl (ASM). For this, maize plants were
submitted to four treatments: plants inoculated with P. brachyurus and treated with ASM (IT),
inoculated and not treated (INT), not inoculated and treated (NIT) and not inoculated and not
treated plants (NINT). The ASM was sprayed ten days after germination and the nematode
inoculated (800 specimens plant™) at the time of sowing. Each five (experiment 1) and two
(experiment 2) days after application, the plants were collected and analyzed the aerial part and
roots tissues for the enzymatic analysis of the guaiacol peroxidase (POX), polyphenol oxidase
(PPO), phenylalanine ammonia lyase (PAL) and B-1,3-glucanase (GLU) enzymes. At 30 and 60
days, the nematological parameters were evaluated. ASM reduced the nematode population in
maize roots when compared to control. In addition, it was observed higher activity of all enzymes
in the maize roots, especially at five and six days after treatment in plants sprayed with the product.
In the aerial part, with the exception of the PAL enzyme, the enzymes also presented greater
activity in the plants treated with ASM.

Keywords: Alternate control. Resistance induction. Root lesions nematodes. Defence related

proteins. Zea mays.
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INTRODUCAO

O estudo da inducdo de resisténcia objetivando o controle de nematoides tem sido relatado
com maior frequéncia nos dltimos anos. Atualmente, é possivel encontrar trabalhos utilizando
diferentes elicitores, frente a uma ampla gama de fitonematoides em distintas culturas
(OOSTENDORP et al., 2001; DIAS-ARIEIRA et al., 2012; PUERARI et al., 2013; HERNANDES
etal., 2017).

A inducéo de resisténcia é desencadeada por um sinal externo (elicitor), que se liga a um
possivel receptor presente na superficie da célula vegetal, transmitindo um sinal primario, ativando
0S mensageiros secundarios e promovendo a expressao de genes especificos, responsaveis pela
producdo de proteinas determinantes para resisténcia em plantas (LEITE; PASCHOLATI, 1997).
Dentre as principais proteinas relacionadas ao processo de inducdo de resisténcia, fenilalanina
amonia-liase (PAL), peroxidase (POX), polifenoloxidase (PPO) e B-1,3-glucanase (GLU) séo
comumente associadas ao aumento de resisténcia de plantas a nematoides (VASYUKOVA et al.,
2007; SAHEBANI; HADAVI; ZADE, 2011; MOSTAFANEZHAD; SAHEBANI; ZARGHANI,
2014; NIKOO et al., 2014; MEDEIROS et al., 2015).

No processo de inducdo de resisténcia, cada enzima assume um papel diferente. Neste
contexto, PAL & responsavel por catalisar a primeira reagdo na rota dos fenilpropanoides,
convertendo L-fenilalanina em &cido cindmico. A atividade desta enzima tem sido relatada no
processo de lignificacdo, fornecendo precursores do acido hidroxicindmico e aumentando a sintese
de espécies fenolicas requeridas no processo de defesa (NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT,
1992). PPO esta associada a catalise da o-hidroxilagdo de monofenois a o-difendis e pela oxidacao
de o-difendis em o-quinonas, compostos estes de alta toxicidade (DAS et al., 2010). POX, promove
a catalise da oxidacdo de compostos fendlicos, oriundos da rota de fenilpropanoides, pela reducao
do peroxido de hidrogénio (H202), sendo funcional em uma ampla gama de processo fisioldgicos
normais ou relacionados ao estresse, incluindo lignificacdo e suberizacdo (PASSARDI; PENEL;
DUNAND, 2004). Enquanto GLU é responsavel pela hidrolise de polimeros de B-1,3-glucana, que
podem atuar como elicitores da resposta de defesa ativas do hospedeiro (YOSHIKAWA,
YAMAOKA; TAKEUCHI, 1993; LEVY et al., 2007).

Acibenzolar-S-metil (ASM) é um dos principais indutores estudados no controle de

nematoides, sendo um analogo ao &cido salicilico (AS), relacionado a ativagdo de mecanismos,
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semelhantes ao observado na resisténcia sistémica adquirida (SAR), promovendo a expressdo de
proteinas relacionadas a patogénese (DURRANT; DONG, 2004; MOLINARI; BASER, 2010;
CHINNASRI; SIPES; SCHMITT, 2003; SALGADO; RESENDE; CAMPQOS, 2007). Estudos
envolvendo a aplicacdo de ASM objetivando o controle de nematoides sedentarios tém
correlacionado a reducdo na populacdo deste patdgeno ao aumento na producdo de perdxido de
hidrogénio e na atividade das enzimas peroxidase e [-1,3-glucanase (OWEN; GREEN;
DEVERALL, 2002; ARYAL etal., 2011; MELILLO; LEONETTI; VERONICO, 2014).

No caso especifico do controle de P. brachyurus pela aplicacdo foliar de ASM, foi
observado reducdo na populacdo final do nematoide na cultura do milho aos 60 dias apds o
tratamento (PUERARI et al., 2015; CARDOSO et al., 2016). Em outro estudo, o ASM apresentou
respostas semelhantes as obtidas pela RSA, promovendo a expressdo de duas proteinas
relacionadas a patogénese, PR1 e PR5, na parte aérea de plantulas de milho (MORRIS et al., 1998).

Apesar do potencial de controle deste patégeno pelo ASM e de sua capacidade indutiva de
proteinas relacionadas a patogénese, ainda ndo ha estudos sobre a atividade das principais enzimas
de defesa no controle de P. brachyurus. Assim, o presente trabalho teve como objetivo analisar a
atividade das enzimas peroxidase de guaiacol, polifenoloxidase, fenilalanina aménia-liase e -1,3-

glucanase em milho tratado com ASM e sua interacdo na presenca do nematoide P. brachyurus.

MATERIAL E METODOS

Dois experimentos foram realizados em casa-de-vegetacdo, nas coordenadas geogréaficas
23°47°34,5° S e 53°15°22,1”> W, nos periodos de 15/02 a 20/04/2016 (experimento 1) e 05/10 a
13/11/2016 (experimento 2). Os experimentos foram constituidos por quatro tratamentos: plantas
inoculadas com P. brachyurus e tratadas com ASM (IT), plantas ndo inoculadas e tratadas (NIT),
plantas inoculadas e ndo tratadas (INT) e plantas ndo inoculadas e ndo tratadas (NINT). Para isso,
duas sementes de milho cv. AL. Bandeirantes foram semeadas em cada vaso contento 700 mL de
substrato composto por uma mistura de solo e areia 2:1 (v:v), previamente autoclavado (120 °C 2
h1).

Apo0s a germinacdo, realizou-se o desbaste, mantendo uma plantula por copo. Dez dias apds
a germinacdo, cada plantula de milho foi inoculada com 4 mL de solugdo, contendo 800 espécimes
de P. brachyurus. O indculo foi obtido de populacdo pura do nematoide, mantida em soja sob

condicBes de casa de vegetacdo. Para obtencdo do indculo, o sistema radicular das plantas foi
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retirado, cuidadosamente lavado e submetido ao método de extracao proposto por Coolen; D’Herde
(1972). A suspenséo foi calibrada para 200 espécimes mL™, utilizando cdmara de Peters sob
microscopio optico, sendo posteriormente, aplicada em quatros orificios (1 mL orificio™) de 3 cm
de profundidade, abertos no solo ao redor de cada plantula, os quais, foram fechados apos
inoculacdo. A aplicagédo do ASM foi realizada no mesmo dia da inoculagdo, quando as plantulas
apresentavam-se em estadio V1 (uma folha totalmente expandida), pulverizando-se a parte aérea
das plantulas com o produto, na dose de 0,5 g L™ de produto comercial (Bion 500®, Syngenta) até
0 ponto de escorrimento superficial. Plantas ndo tratadas foram pulverizadas com agua.

As amostras de tecido vegetal para a analise enzimatica foram coletadas em épocas distintas
para cada experimento. No experimento 1 as amostras foram coletadas em trés épocas diferentes,
5, 10 e 15 dias ap0s tratamento (DAT), enquanto no experimento 2, foram coletadas em cinco
épocas diferentes, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 DAT. Para isso, cinco plantas de cada tratamento foram
retiradas e o sistema radicular lavado para a retirada do solo. Posteriormente, foi recolhido
aproximadamente, 0,5 g do tecido foliar (terceira folha parcialmente expandida) e 0,5 g do tecido
radicular (por¢do mediana do sistema radicular), os quais foram colocados em envelopes de papel
aluminio identificados e mantidos em gelo, para posterior congelamento em freezer até 0 momento
da extracdo das amostras. Cinco plantas dos tratamentos inoculados foram mantidas até os 30 e 60
dias apos a inoculacdo (experimento 1) e 30 dias ap0s inoculacao (experimento 2), para avaliagdo
dos parametros nematoldgicos. As raizes foram lavadas, colocadas em papel absorvente para retirar
0 excesso de agua e pesadas. Entdo, foram submetidas ao processo de extracdo conforme
metodologia citada anteriormente, sendo posteriormente quantificados em camara de Peters e
microscépio de luz.

Para as analises enziméticas, as amostras foram maceradas em almofariz com nitrogénio
liquido, adicionando-se 1% (v/v) de polivinilpirrolidona (PVP) e 4 mL de tampédo fosfato de
potassio 50 mM, pH 7,0, contendo 0,1 mM de EDTA. Os extratos foram centrifugados a 21.155¢g
(14.500 rpm) por 30 minutos a 4 °C e o sobrenadante, denominado extrato enzimatico, transferido
para microtubos de 1,5 mL e armazenados em freezer (-8 °C), para posterior quantificacdo de
proteinas e determinacéo da atividade enzimatica, na qual para cada amostra realizou-se a avaliacdo

em duplicata.
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O teste de Bradford foi empregado para a quantificacdo do contetdo total de proteinas
presentes nas amostras (BRADFORD, 1976). Para isso, 50 pL do extrato enzimatico foi
adicionado, sob agitacéo, a 2,5 mL do reagente de Bradford. Apds 5 min. foi efetuada a leitura da
absorbancia a 595 nm em espectrofotdmetro (modelo UV 5200S, Global Trade Tecnology). A
concentracdo de proteinas, expressa em mg mL™ de amostra, foi determinada utilizando-se a curva-
padrdo de concentracdes obtidas através da albumina de soro bovino (ASB).

A atividade da enzima peroxidase de guaiacol (POX; EC 1.11.1.7) foi obtida pela leitura
da conversdao do guaiacol em tetraguaiacol na presenca de peréxido de hidrogénio, através da
mistura de 2,9 mL de substrato e 100 pL de extrato enzimético, em espectrofotometro a 470 nm.
O substrato foi composto de 7,25 pL de guaiacol e 8,874 uL de H2O2, diluidos em tampéao fosfato
de potéssio 50 mM (pH 7,0), sendo mantido em banho-maria a 30 °C durante as analises. Os
resultados foram expressos em Aaps 470 nm min~ ! mg de proteina (LUSSO; PASCHOLATI,
1999).

J& a atividade da enzima polifenoloxidase (PPO; EC 1.10.3.2) foi obtida pela mistura de
900 pL do substrato e 100 pL do extrato enzimatico, no qual o substrato foi composto por catecol,
na concentracdo de 20 mM, dissolvido em tampéo fosfato de potassio 0,1 M (pH 6,8), mantida em
banho-maria a 30 °C. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 420 nm, havendo a
oxidacdo do catecol a quinona, sendo os resultados expressos em Aaps 420 nm mint mg
L de proteina (DUANGMAL; APENTEM, 1999).

A atividade de fenilalanina amoénia-liase (PAL; EC 4.3.1.5) foi determinada através da
mistura de 100 pL do extrato enzimatico a 400 pL de tampéo Tris-HCI 0,025 M (pH 8,8) e 500 pL
de solucédo de L-fenilalanina 0,05 M (825,9 mg diluido em 100 mL de tampé&o Tris-HCL 0,025 M,
pH 8,8). Esta mistura foi incubada a 40 °C durante 2 h. Ao final deste periodo, foi adicionado 60
puL de HCI 5 M para cessar a reacdo, seguindo-se a leitura em espectrofotdmetro a 290 nm. A
atividade de PAL foi obtida pela diferenca entre a absorbancia da mistura contendo a amostra e do
controle (sem adicdo de L-fenilalanina), ao qual foi plotada em curva padrdo para acido
transcindmico e expressa em mg de é&cido transcindmico h™* mg* de proteina (UMESHA, 2006).

A atividade de B-1,3-glucanases (GLU; EC 3.2.1.6) foi determinada pela quantificagdo
colorimétrica de acgucares redutores liberados a partir da laminarina (VOGELSANG; BARZ,

1993). Para tanto, 150 pL do extrato enzimético foram adicionados a 150 pL de laminarina (2 mg
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mL1), enquanto nas amostras controle, ndo houve adi¢do da laminarina. A reagédo foi mantida a 40
°C durante 60 minutos, em banho-maria. Decorrido este periodo, adicionou-se 150 pL de
laminarina nas amostras controle antes da determinacéo de acucares. Apés o periodo de incubacéo,
os acucares redutores formados foram quantificados através da transferéncia de uma aliquota de 50
pL dos tubos incubados e adicionado 1,5 mL de solu¢do de hidrazida do &cido p-hidroxibenzoico
(PAHBAH) 0,5% em NaOH 0,5 M (LEVER, 1972). A mistura foi mantida a 100 °C por 10 min e
resfriada em banho de gelo. A leitura das absorbancias foi realizada a 410 nm, em
espectrofotdbmetro, descontando-se os valores de absorbancia do branco. A quantidade de agucares
foi determinada utilizando-se a curva-padrao de glicose e os valores expressos em equivalente mg
de glicose h't mg? de proteina.

Para ambos experimentos, adotou-se o delineamento inteiramente casualizado, com cinco
repeticdes para cada tratamento. Os dados obtidos foram transformados em +/x e submetidos a
analise de variancia (ANOVA). Quando significativo, as médias do parametro populacéo final
foram comparadas pelo teste t (LSD) 5% de probabilidade. As leituras de teor proteico e atividade
enzimatica foram realizadas em duplicata para cada uma das repeticdes. As médias de cada enzima
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade e analisadas em esquema fatorial
4x3 (tratamento x época) no experimento 1 e 4x6 no experimento 2, na ocorréncia de interacdo,
houve o desdobramento das mesmas. As analises foram realizadas utilizando o programa estatistico
Sisvar (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS

A aplicacdo de ASM proporcionou reducdes equivalentes a 70,8 e 59,2% na populacéo final
de nematoide sistema radicular, no experimento 1, aos 30 e 60 DAT, respectivamente, e reducio
de 65,4% aos 30 DAT no experimento 2, quando comparados ao tratamento em que ndao houve
aplicacéo de ASM (Tabela 2.1).

Para a atividade da enzima POX, foi observada interacdo entre os fatores tratamento e
época. Em relacdo ao fator tratamentos, constatou-se aumento na média total da atividade da
enzima na parte aérea das plantas quando se realizou a aplicacdo do ASM, tanto nas plantas
inoculadas (IT) como nas ndo inoculadas (NIT), quando comparados aos controles inoculado néo
tratado e (INT) e ndo inoculado e ndo tratado (NINT), no experimento 1 (Tabela 2.2). Quanto ao
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fator época, maiores médias totais de atividade da POX foram obtidas aos 15 DAT. Em relagéo a
interacdo entre os fatores, houve maior atividade da enzima POX para o tratamento IT aos 5 DAT
guando comparado aos demais tratamentos. Aos 10 DAT, os tratamentos com ASM (IT e NIT)
foram estatisticamente iguais, porém ambos apresentaram valores superiores aos controles
inoculado (INT) e ndo inoculados (NINT). J& aos 15 DAT, notou-se maior atividade da enzima
POX para o tratamento NIT, seguido pelo tratamento IT e controle inoculado (INT), este Gltimo,

mostrou-se estatisticamente igual ao controle ndo inoculado (NINT) (Tabela 2.2).

Tabela 2.1 Namero de Pratylenchus brachyurus por grama de raiz (populacéo final) e porcentagem
de reducdo em comparacao a testemunha em milho avaliado aos 30 e 60 dias (experimento 1) e aos
30 dias apos tratamentos (experimento 2) com acibenzolar-S-metil

Tratamentos Numero de nematoides g raiz Porcentagem de reducao
Experimento 1 - 30 dias ap6s tratamento
Planta inoculada e tratada 306 B 70,8
Planta inoculada e ndo tratada 594 A -
CV (%) 11,26
Experimento 1 — 60 dias apos tratamento
Planta inoculada e tratada 901 B 59,1
Planta inoculada e ndo tratada 2450 A -
CV (%) 23,82
Experimento 2 - 30 dias apds tratamento
Planta inoculada e tratada 310 b 65,4
Planta inoculada e ndo tratada 676 a -
CV (%) 11,48

Dentro de cada época de avaliacdo, médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si
pelo teste t a 5% de probabilidade; CV= coeficiente de variacéo;

Para a atividade da PPO, ndo houve interacdo entre os fatores tratamento e época, sendo
estes significativos apenas quando analisados separadamente, no qual para o fator tratamento,
maiores atividades foram observadas nas plantas que receberam ASM (IT e NIT) quando
comparados aos controles (INT e NINT), enquanto, para época, maiores atividades foram obtidas
aos 15 DAT (Tabela 2.2).

Assim como observado para enzima POX, também houve interacdo entre os fatores para
enzima PAL no tecido foliar de milho. Porém, para as médias totais do fator tratamento, apenas o
controle ndo inoculado (NINT) diferiu significativamente dos demais, apresentando menor

atividade. Com relacédo a interacdo dos fatores, maior atividade foi observada para o tratamento
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NIT aos 5 DAT, enquanto o tratamento INT mostrou menor atividade aos 5 DAT. Menor atividade
também foi observada para o controle ndo inoculado (NINT) aos 10 e 15 DAT, em relacdo aos
demais tratamentos (Tabela 2.2).

Nas raizes de milho, foi observado significancia para os fatores tratamento e época, assim
como a interacdo de ambos na atividade das enzimas PPO e PAL. Enquanto para enzima POX, ndo

houve significancia para o fator época e para interagdo entre os fatores (Tabela 2.3).

Tabela 2.2 Atividade especifica das enzimas peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amonia-

liase em folhas de plantas de milho inoculado com 800 espécimes de P. brachyurus e tratado ou

ndo com acibenzolar-S-metil, analisadas no experimento 1

Peroxidase (Aabs 470 nm min~ mg~ de proteina)
Dias apds tratamento

Tratamentos 5 10 15 Média Total
IT 38,66 a A 44,73 a A 39,95b A 41,07 a
INT 13,42¢cB 1431bB 33,94 bc A 19,57 b
NIT 25,85b B 49,72 a A 60,79 a A 44,14 a
NINT 13,15¢B 22,20b A 2297CcA 19,16 b
Meédia total 21,60 C 30,90 B 38,24 A CV(%) 11,97
Polifenoloxidase (Aabs 420 nm min mg~ de proteina)

Tratamentos 5 Dias apoi(t)ratamento 15 Média Total
IT 1,29 ns 1,39 ns 1,53 ns 1,40 a
INT 0,77 0,71 1,23 0,89b
NIT 1,68 1,32 2,13 1,69a
NINT 0,83 0,50 0,81 0,70 b
Média total 11113 B 0,9413 B 1,3858 A CV(%) 13,63

Fenilalanina amonia-liase (mg de acido trans-cinamico h™* mg? de proteina)
Dias apds tratamento

Tratamentos 5 10 15 Média Total
IT 0,043b A 0,061 a A 0,068 a A 0,057 ab
INT 0,025cC 0,053aB 0,086 a A 0,051 b
NIT 0,088 a A 0,062 a AB 0,059 a B 0,069 ab
NINT 0,045b A 0,023b B 0,036 b AB 0,034 c
Média total 0,0480 B 0,0488 B 0,0607 A CV(%) 14,00

Meédias seguidas de mesma letra mindscula em coluna e letras maidsculas em linha ndo diferem significativamente
entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade; IT= plantas inoculadas com P. brachyurus e tratadas com ASM; INT=
plantas inoculadas com P. brachyurus e ndo tratadas com ASM; NIT= plantas ndo inoculadas com P. brachyurus e
tratadas com ASM; NINT= plantas ndo inoculadas com P. brachyurus e ndo tratadas com ASM; ns= ndo significativo;
CV= coeficiente de variacéo.

71



Para o fator tratamento pode-se observar aumento da atividade das enzimas POX, PPO e
PAL na média total do tratamento IT quando comparado aos demais, enquanto o tratamento NIT
apresentou maior média total para a atividade das enzimas POX e PAL, quando comparado aos
controles inoculado (INT) e ndo inoculado (NINT) no experimento 1 (Tabela 2.3). J& as médias
totais para o fator época das enzimas PPO e PAL mostrou maior atividade aos 15 DAT, quando

comparados as demais épocas.

Tabela 2.3 Atividade especifica das enzimas peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amonia-

liase em raizes de plantas de milho inoculado com 800 espécimes de P. brachyurus e tratado ou

ndo com acibenzolar-S-metil, analisadas no experimento 1

Peroxidase (Aabs 470 nm min~t mg ! de proteina)
Dias ap0s tratamento

Tratamento 5 10 15 Média total

IT 483,46 ns 389,70 ns 492,31 ns 453,93 a

INT 93,69 142,62 124,20 119,29 ¢

NIT 298,91 332,46 302,49 310,92 b

NINT 116,01 148,67 109,87 124,29 c

Média total 222,95 ns 241,10 ns 234,14 ns CV(%) 11,12
Polifenoloxidase (Aabs 420 nm min~ mg ! de proteina)

Tratamento 5 Dias aposlt(;atamento 15 Média total

IT 8,68a A 1,95aB 7,56 a A 5,60 a

INT 1,25b A 225a A 2,63 bc A 2,00b

NIT 091bB 2,08aB 5,28 ab A 245D

NINT 131bA 1,82aA 1,89cA 1,66b

Média total 2,38B 2,0232B 4,0534 A CV(%) 25,64

Fenilalanina amdnia-liase (mg de acido trans-cindmico h™ mg proteina™)
Dias ap0s tratamento

Tratamentos 5 10 15 Média total

IT 0,847 a A 0,427 aB 1,145a A 0,776 a

INT 0,237b A 0,219b A 0,159c A 0,204 ¢

NIT 0,269 b B 0,454 a A 0,593b A 0,428 b
NINT 0,205b A 0,290 ab A 0,266 c A 0,252 ¢
Média total 0,353 B 0,341 B 0,474 A CV(%) 16,01

Meédias seguidas de mesma letra mindscula em coluna e letras maidsculas em linha ndo diferem significativamente
entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade; IT= plantas inoculadas com P. brachyurus e tratadas com ASM; INT=
plantas inoculadas com P. brachyurus e ndo tratadas com ASM; NIT= plantas ndo inoculadas com P. brachyurus e
tratadas com ASM; NINT= plantas ndo inoculadas com P. brachyurus e ndo tratadas com ASM; ns= ndo significativo;
CV= coeficiente de variacéo.

Com relacdo a atividade da enzima PPO nas raizes, houve maior atividade para o tratamento
IT aos 5 e 15 DAT em relagdo aos controles inoculado e ndo inoculado (INT e NINT), porém aos
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10 DAT ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos estudados (Tabela 2.3). Aos 15
DAT, o controle ndo inoculado (NINT) apresentou menor atividade PPO em relacdo aos demais
tratamentos. J& para a enzima PAL, observou-se maior atividade em raizes de milho para o
tratamento IT, quando comparado aos controles (INT e NINT), independente da época analisada e
ao tratamento NIT aos 5 e 15 DAT (Tabela 2.3). Além disto, observou-se maior atividade da PAL
guando comparado aos controles inoculado (INT), aos 10 e 15 DAT e ao controle ndo inoculado
(NINT) aos 15 DAT.

No experimento 2, houve significancia para os fatores tratamento e época, bem como para
a interacdo entre os mesmos, independente do tipo de enzima analisada no tecido foliar (Tabela
2.4). Para fator tratamento, foi observado maior atividade das enzimas POX e PPO, nas médias
totais das plantas que receberam ASM (IT e NIT), quando comparadas aos controles sem produto
(INT e NINT). Para a enzima PAL, o tratamento NIT apresentou maior atividade na média geral e
o tratamento IT menor atividade desta enzima quando comparado aos demais. Em relacao ao fator
época, foi observado aumento na atividade de todas enzimas ao longo das épocas estudadas,
havendo maior média geral de atividade aos 12 DAT, com excecdo da enzima B-1,3-glucanase,
para a qual houve maior expressao aos 2, 4 e 12 DAT (Tabela 2.4).

A enzima POX apresentou maior atividade nos tratamentos com a aplicacdo do ASM (IT e
NIT) em relacdo aos controles (INT e NINT), independente da época (Tabela 2.4). O controle
inoculado (INT) so foi estatisticamente superior ao controle ndo inoculado (NINT), aos 10 DAT.
Semelhantemente, os tratamentos tratados (IT e NIT) apresentaram maior atividade da enzima PPO
em relacdo ao controle ndo inoculado (NINT), independente da época, enquanto o controle
inoculado (INT) apresentou maior atividade PPO aos 6, 10 e 12 DAT quando comparado ao
controle ndo inoculado (NINT).

A atividade da enzima PAL foi maior apenas para o tratamento com aplicacdo do ASM
(NIT) em comparacdo ao controle ndo inoculado (NINT) em todas as épocas avaliadas (Tabela
2.4). Ja os tratamentos IT e NIT foram estatisticamente iguais ao controle inoculado (INT), aos 2
e 6 DAT e aos 4, 8, 10 e 12 DAT, respectivamente (Tabela 2.4). Quanto a enzima GLU, observou-
se maior atividade aos 4, 6 e 12 DAT do tratamento IT, em relacdo aos demais tratamentos. Ja o

tratamento NIT apresentou maior atividade desta enzima aos 2 e 8 DAT, porém com valores iguais
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ao tratamento IT aos 8 DAT. N&o houve diferenca estatistica entre os tratamentos aos 10 DAT
(Tabela 2.4).

Em relacdo a atividade destas quatro enzimas nas raizes de milho, semelhantemente ao
observado nas folhas, houve significancia para cada um dos fatores, assim como para a interagéo
de ambos, independente da enzima avaliada (Tabela 2.5). POX e GLU apresentaram maiores
valores de média total do fator tratamento quando tratadas com ASM, com ou sem inoculagédo (IT
e NIT) em comparacéo aos controles em que ndo se aplicou o produto (INT e NINT) (Tabela 2.5).
Ja para as enzimas PPO e PAL, o tratamento IT apresentou maiores valores de média total do fator
tratamento, seguido pelo tratamento NIT, em relagédo aos controles inoculado e ndo inoculado (INT
e NINT). Para o fator época, maiores medias totais foram observadas aos 10 e 12 DAT para POX,
aos 12 DAT para PPO, aos 8 e 10 DAT para PAL e aos 12 DAT para a enzima GLU.

Analisando a interagdo entre os fatores, para a enzima POX houve maior atividade no
tratamento IT aos 2, 4, 6, 8, 10 e 12 DAT em relacdo aos controles (INT e NINT). Ja aos 2 DAT,
0 tratamento IT apresentou maior atividade do que o tratamento NIT e aos 4 DAT ambos o0s
tratamentos foram estatisticamente iguais ao controle ndo inoculado, NINT (Tabela 2.5). O
tratamento em que houve apenas a aplicacdo do ASM (NIT), foi estatisticamente igual ao
tratamento IT aos 4, 6, 8, 10 e 12 DAT, e superior aos controles aos 2, 10 e 12 DAT. Para PPO, 0
tratamento IT apresentou maior atividade em relagcdo ao demais tratamentos aos 10 DAT e valores
estatisticamente diferentes ao controle ndo inoculado (NINT) em todas as épocas, exceto aos 4
DAT. Aos 2, 6 e 8 DAT ndo houve diferenca entre os tratamentos com aplicacdo de ASM e o
controle inoculado (INT).

Quanto a PAL, aos 2 e 4 DAT, o tratamento IT apresentou valores de atividade iguais aos
controles (NIT e NINT), porém com maiores valores aos 6 e 10 DAT em relacdo aos demais
tratamentos, e aos 12 DAT valores iguais ao tratamento NIT, mas superior aos controles (Tabela
2.5). Para GLU, o tratamento IT apresentou maior atividade enzimatica aos 2 e 10 DAT em relagéo
aos demais tratamentos e valores iguais ao tratamento NIT, aos 4, 6 e 8 DAT, mas ambos superiores
aos controles (INT e NINT). Apenas aos 12 DAT, o tratamento NIT foi superior aos demais,

seguido pelos tratamentos IT e INT, apresentando menor atividade nesta época, o tratamento NINT.
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Tabela 2.4 Atividade especifica das enzimas peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amonia-liase em folhas de plantas de milho

inoculado com 800 espécimes de P. brachyurus e tratado ou ndo com acibenzolar-S-metil, analisadas no experimento 2

Dias apds tratamento

Tratamentos > 4 5 3 10 B Média total
Peroxidase (Aabs 470 nm min~ mg ! de proteina)
IT 10,59aD 10,43aD 16,21 a AB 12,06 aCD 14,15aBC 18,47a A 13,50 a
INT 11,24b B 591bB 567bB 567bB 11,12b A 1390b A 8,00 b
NIT 9,81aC 10,08aC 13,85aB 13,85aB 12,48 ab BC 20,26 a A 13,25a
NINT 6,23b B 6,61bB 518bB 518b B 6,87cB 11,64b A 7,12 b
Média total 7,89 C 8,13C 9,62 B 9,97 B 10,97 B 15,88 A CV(%) 7,58
Polifenoloxidase (Aabs 420 nm min~ mg ~* de proteina)
IT 0,544aC 0,574 aBC 0,787aB 0,679aBC 0,670 ab BC 1,185a A 0,726 a
INT 0,470abBC 0,404aBC 0,482 b BC 0,323bC 0,584 b AB 0,721b A 0,490 b
NIT 0,570aC 0,543aC 0,595ab C 0,650 a BC 0,865 a AB 1,100a A 0,708 a
NINT 0,362bAB  0,244bB 0,315 ¢ AB 0,299 b B 0,391 ¢ AB 0,469 c A 0,343 ¢
Média total 0,483 CD 0,430 D 0,531 BC 0,471 CD 0,615B 0,842 A CV(%) 10,04
Fenilalanina amonia-liase (mg de acido trans-cinadmico h™* mg proteina™)
IT 0,018 ab A 0,005b B 0,016 a A 0,006 b B 0,008 b AB 0,009 b AB 0,010¢
INT 0,009 bc C 0,036 a A 0,007 bc C 0,015aBC 0,023 a AB 0,027 a AB 0,018 b
NIT 0,028aAB  0,029aAB 0,01labC 0,021 aBC 0,026 a AB 0,040a A 0,025 a
NINT 0,006 cAB  0,003bB 0,004 cB 0,004 b B 0,005b B 0,013b A 0,005d
Meédia total 0,014 B 0,015 AB 0,009 C 0,010 BC 0,014 B 0,021 A CV(%) 20,31
B-1,3-Glucanase (mg de glicose h™* mg proteina™?)

IT 0,0565b B 0,056 a B 0,084a A 0,053aB 0,034acC 0,084a A 0,060 a
INT 0,037cAB  0,021cC 0,052b A 0,027 b BC 0,022aC 0,039 b AB 0,032 ¢
NIT 0,074a A 0,033bBC  0,044bcB 0,039 ab BC 0,027aC 0,045bB 0,043 b
NINT 0,050 bc AB 0,029 bc C 0,034 ¢ BC 0,033bC 0,026 aC 0,052 b A 0,037 ¢
Meédia total 0,053 A 0,034 BC 0,052 A 0,037 B 0,027 C 0,053 A CV(%) 10,6

Meédias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e letras maitsculas na linha nao diferem significativamente entre si pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade;
IT= plantas inoculadas com P. brachyurus e tratadas com ASM; INT= plantas inoculadas com P. brachyurus e ndo tratadas com ASM; NIT= plantas ndo inoculadas
com P. brachyurus e tratadas com ASM; NINT= plantas ndo inoculadas com P. brachyurus e ndo tratadas com ASM; CV= coeficiente de variacéo;
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Tabela 2.5 Atividade especifica das enzimas peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amonia-liase em raizes de plantas de milho
inoculado com 800 espécimes de P. brachyurus e tratado ou ndo com acibenzolar-S-metil, analisadas no experimento 2

Dias ap0s tratamento

Tratamentos 5 ) 5 3 10 17 Média total
Peroxidase (Aabs 470 nm min~ mg ! de proteina)
IT 225,6a A 108,3aD 163,3aBC 136,4aCD 206,4 a AB 172,6 a ABC 166,3 a
INT 82,9c AB 55,2b B 107,5bc A 73,4b AB 91,0b AB 112,2b AB 859b
NIT 1346bC 140,6 aBC 1456abBC  102,8ab C 215,7aA 194,1a AB 153,3a
NINT 67,7cB 108,5a A 78,5 c Ab 71,4b AB 74,4 b AB 90,8 b AB 81,3b
Média total 120,8 AB 100,5 BC 121,4 AB 94,3C 1394 A 139,2 A CV(%) 10,68
Polifenoloxidase (Aabs 420 nm min~! mg ~ de proteina)
IT 3,226 a AB 1,086 b C 2,474 aB 2,370 aB 4,458 a A 4,749 a A 2,913 a
INT 0,931aC 1,063bC 2,313a A 2,038 a AB 1,196 b BC 2,688b A 1,637c
NIT 2,367 ab B 2,608aB 1,880 ab B 1,816 aB 1,687b B 4213 a A 2,363 Db
NINT 1443bc AB  1,88lab A 1,287 b AB 0,702b B 1,005 b AB 1,895b A 1,332 ¢
Média total 1,891 B 1,600 B 1,959 B 1,659 B 1,895 B 3,283 A CV(%) 15,16
Fenilalanina amonia-liase (mg de acido trans-cinamico h™ mg proteina™)
IT 0,017acC 0,007aC 0,049aB 0,045ab B 0,097 a A 0,045aB 0,038 a
INT 0,003bC 0,003aC 0,009 b BC 0,054a A 0,019cB 0,019bB 0,014 c
NIT 0,014acC 0,004 aD 0,014bCD 0,027 b BC 0,055b A 0,032 abB 0,021 b
NINT 0,011aB 0,002aC 0,018 b AB 0,035ab A 0,031cA 0,024 b AB 0,018 bc
Meédia total 0,010 D 0,004 E 0,020 C 0,039 A 0,046 A 0,029 B CV(%) 19,67
B-1,3-Glucanase (mg de glicose h™t mg proteina?)
IT 0,387 a AB 0,232aC 0,308 a BC 0,387 a AB 0,490a A 0,360 b ABC 0,356 a
INT 0,152 b BC 0,118b C 0,170 b BC 0,219bc AB  0,096cC 0,319 b ABC 0,172 b
NIT 0,191bC 0,240 a BC 0,368 aB 0,288abBC  0,188bC 0,733a A 0,313 a
NINT 0,191cA 0,135b A 0,108 b A 0,175c A 0,173 bc A 0,197 c A 0,161 b
Meédia total 0,222 BC 0,177 C 0,226 BC 0,261 B 0,216 BC 0,380 A CV(%) 13,19

Meédias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e letras maitsculas na linha nao diferem significativamente entre si pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade;
IT= plantas inoculadas com P. brachyurus e tratadas com ASM; INT= plantas inoculadas com P. brachyurus e ndo tratadas com ASM; NIT= plantas ndo inoculadas
com P. brachyurus e tratadas com ASM; NINT= plantas ndo inoculadas com P. brachyurus e ndo tratadas com ASM; CV= coeficiente de variagéo;

76



DISCUSSAO

O ASM foi eficiente em reduzir a populagdo de nematoides raiz! de P. brachyurus,
independente do experimento, apresentando reducdes de 59,2, 70,8 e 59,2% aos 30 e 60 DAT
(experimento 1) e aos 30 DAT (experimento 2), respectivamente, quando comparado ao tratamento
sem aplicacdo de ASM. A eficiéncia desta molécula em reduzir esta espécie de nematoide em milho
foi anteriormente observada, quando o ASM foi aplicado em parte aérea aos sete e um dia apds
inoculacdo e aos sete dias antes da inoculacdo com P. brachyurus, utilizando a mesma cultivar de
milho deste experimento (PUERARI et al., 2015). Além disto, 0 ASM também reduziu este
nematoide quando aplicado via tratamento de sementes e pulverizacdo em parte aérea 15 dias ap0s
germinacdo, em solo ja infestado (CARDOSO et al., 2016). Vale ressaltar, que 0 ASM também
apresentou resultados promissores para o controle deste e de outros nematoides na cultura da soja
(CHINNASRI; SIPES; SCHMITT, 2003; PUERARI et al., 2013; BRITO et al., 2016; HOMIAK
et al., 2017), bem como em outros patossistemas (NAHAR et al., 2011; SANTOS et al., 2013;
MELILLO; LEONETTI; VERONICO, 2014; MEHER et al., 2015).

Possivelmente, os resultados obtidos para o controle do nematoide estd direta ou
indiretamente relacionado a atividade de enzimas ligadas a resisténcia de plantas a patégenos, uma
vez que, constatou-se aumento na media total da atividade das enzimas POX e PPO nos tratamentos
com a aplicagdo do ASM (com e sem nematoide), em comparacdo aos controles (com e sem
nematoide), em ambos experimentos, tanto na parte aérea como no sistema radicular,
demonstrando o carater sistémico da acdo do produto. Além disto, o aumento na atividade
enzimatica promovida por ASM foi evidenciado em algodoeiro, com maior atividade das enzimas
POX e catalase (ARYAL etal., 2011), e em tomateiro, no qual o ASM foi responsavel pela indugédo
na expressdo de genes que codificam a producdo da enzima POX anibnica no sistema radicular
(MELILLO; LEONETTI; VERONICO, 2014).

Ha relatos de que peroxidases podem promover o aumento da resisténcia de parede celular,
atuando na formacdo de rede de extensinas insolUveis e de ligacfes covalentes entre residuos de
feruloil, além de participar da polimerizacdo do hidroxinamil alcool em lignina (HIRAGA et al.,
2001; De SOUZA et al., 2003; ALMAGRO et al., 2009; BARROS-RIOS et al., 2015; BENTO-
SILVA; PATTO; BRONZE, 2017). Extesinas sdo glicoproteinas ricas em hidroxiprolina

secretadas no apoplasto como monémeros solUveis, que sdo oxidados por peroxidases ancoradas a
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pectina, promovendo a ligacdo cruzada destes mondmeros criando uma rede insoltvel, densa e
solida na parede celular da planta, limitando a colonizacdo do patégeno (FRY, 2004; PASSARDI
etal., 2004; PASSARDI; PENEL; DUNAND, 2004). O acumulo de extensina tem sido observado
e correlacionado a ocorréncia de danos mecanicos, estresse e resisténcia a doencas em plantas
(ESQUERRE-TUGAYE; LAMPORT, 1979; MERKOUROPOULOS et al., 1999, LAMPORT et
al., 2011).

Além disto, alguns estudos mostraram aumento na expressao de genes responsaveis pela
codificacdo de diferentes tipos de extensinas durante interacGes entre plantas e nematoides
sedentarios, ja que estes induzem a formacao de células nutridoras, utilizando-se destas proteinas
na expansao e multiplicacdo celular e, consequente, formacao do sitio de alimentacdo (ITHAL et
al., 2007; SZAKASITS et al., 2009). Entretanto, também foi observado aumento na concentracao
intercelular de extensinas nas células do cortex e periciclo, vizinhas aos sitios de alimentacéo, que
podem promover aumento na resisténcia das paredes celulares, restringindo o tamanho dos sitios
de alimentacdo, evidenciando um possivel mecanismo de defesa da planta aos danos ocasionados
pelo nematoide ou mesmo pela formacao destes sitios (NIEBEL et al., 1993). Contudo, devido ao
carater migratorio do género Pratylenchus, possivelmente a acdo desta proteina ndo esteja
restringida a expansdo e multiplicacdo celular dos sitios de alimentacdo, mas ao aumento de
resisténcia da parede celular.

Da mesma forma, na presenca da peroxidase e peroxido de hidrogénio, os residuos de
feruloil podem se ligar uns aos outros, possibilitando a formacao de ligagbes cruzadas entre 0s
polissacarideos que foram esterificados a estes residuos (FRY; WILLIS, PATERSON; 2000;
RALPH et al., 2004; ALMAGRO et al., 2009). O residuo de feruliol é resultante da ligagdo do
acido ferulico aos polissacarideos de parede celular, mais especificamente, aos residuos de
arabinopiranose da hemicelulose arabinoxilana por ligacdes do tipo éster (ADAMS et al., 2004;
FRY, 2004). O acido ferdlico é sintetizado pelas plantas atraves do acido cafeico, composto este,
intermediario da rota dos fenilpropanoides, pela acdo da enzima catecol-O-metiltransferase
(ZHAO; MOGHADASIAN, 2010). Estudo realizado in vitro com suspensdo de células nédo
lignificadas de milho e submetido a diferentes misturas de enzimas degradativas de parede celular,
mostraram que ligacOes cruzadas de diferulatos (residuos de feruloil) reduziram a acessibilidade

de enzimas hidroliticas aos polissacarideos presentes na parede celular (GRABBER; HATUELD;
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RALF, 1998). Logo, maior numero de liga¢bes cruzadas com diferulatos esterificados promove o
aumento na rigidez de parede celular dificultando sua degradacdo enzimatica (BUNZEL; FUNK;
STEINHART, 2004; PEDERSEN et al., 2015).

Assim, supde-se que a presenca de ligacdes entre acidos ferdlicos na parede celular pode
dificultar a atividade de enzimas de degradacdo de parede secretadas pelo nematoide, como
xilanases, poligalacturonases, pectato liase e arabinases (WUYTS et al., 2007; HAEGEMAN et
al., 2011; NICOL et al., 2011; JONES; FOSU-NYARKO, 2014). Estudos realizados com cultivares
de banana resistente e suscetiveis a Radopholus similis Cobb ou Pratylenchus coffeae Goodey
mostraram a presenca de acido ferGlico nas paredes das células do parénquima em cultivar
resistente, ou mesmo maior proporcao de &cido ferulico e de arabinoses feruloladas em comparagao
as cultivares suscetiveis (WUYTS et al., 2007; VAGANAN et al., 2014). Além da importancia
estrutural, também foi observado o efeito direto do acido feralico sobre nematoides, por promover
forte reducdo na mobilidade e efeito toxico (LC50 de 120 pg ml?) as espécies Meloidogyne
incognita (Kofoid; White) Chitwood e R. similis (WUYTS; De WAELE; SWENNEN, 2006).

Uma terceira possivel acdo das enzimas peroxidase no processo de reforcamento de parede
celular, esta na sua capacidade de promover a desidrogenacdo oxidativa de monoligndis na planta
(ONNERUD et al., 2002). Apds o transporte de monoligndis para a parede celular, eles sofrem
uma desidrogenagdo/oxidacdo pelas enzimas laccase e/ou peroxidase, permitindo assim o
acoplamento cruzado destes polimeros e promovendo a polimerizagdo da lignina, formando uma
rede tridimensional (BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003; ZHAO et al., 2013). O enrijecimento
de parede celular, na maioria dos casos € resultado das ligagfes cruzadas pela enzima peroxidase
dependente de perdxido de hidrogénio, podendo ser estimulado pela acdo de danos, interagdo
patdgeno planta ou mesmo por meio da inducdo de resisténcia (ALMAGRO et al., 2009;
POKHARE et al., 2012; SANKAR et al., 2017, MELILLO; LEONETTI; VERONICO, 2014).

Neste contexto, plantas de arroz tratadas com acido B-aminobutirico (BABA), produto
analogo do &cido salicilico e inoculadas com Meloidogyne graminicola Golden; Birchfield
apresentaram maior producdo de perdxido de hidrogénio, principal substrato para atividade da
enzima peroxidase, e maior acimulo de lignina e expressdo de gene ligado a sua biossintese
(CHRISTENSEN et al., 2000; JI et al., 2015). O aumento na lignificacdo pode agir como um

mecanismo de protecéo estrutural, promovendo o endurecimento de parede celular e prevenindo o
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acesso das enzimas degradativas, produzidas pelo nematoide, aos polissacarideos de parede celular
(GRABBER; HATFILD; RALF, 1998; HIRAGA et al., 2001; HOLBEIN; GRUNDLER;
SIDDIQUE, 2016). Reacdes semelhantes tém sido observadas em plantas geneticamente
resistentes, como no estudo em que hibridos de Musa sp. resistentes a R. similis apresentaram maior
atividade de peroxidase e polifenoloxidase, assim como, maior acumulo de lignina nas raizes se
comparados aos suscetiveis (SANKAR et al., 2017).

Soma-se as reacdes discutidas anteriormente, a atividade da PPO, responsavel pela catalise
da o-hidroxilacdo de monofendis a o-difendis e pela oxidacdo de orto-difendis em orto-quinonas
na presenca de oxigénio, composto este de alta toxicidade a microrganismos (DAS et al., 2010;
MISHRA; GAUTAM, 2016). Alguns autores, acreditam gque esta enzima, juntamente a POX, esteja
envolvida no processo de lignificacdo, através da oxidacdo de uma grande variedade de compostos
fenolicos, contribuindo no processo polimerizacdo da molécula de lignina (GOMEZ-VASQUEZ
et al., 2004; MARJAMAA et al., 2009; ZIVKOVIC et al., 2010). As quinonas, oriundas da
oxidacdo gerada pela PPO, também podem sofrer ligacBes cruzadas com proteinas e outros
compostos fendlicos, formando barreiras fisicas, ou podem reagir com cadeias laterais nucleofilicas
de determinados aminoacidos e proteinas, reduzindo a disponibilidade destas proteinas, assim
como, a qualidade nutricional dos tecidos vegetais a herbivoros (BHONWONG et al., 2009; WAR
etal., 2012; TARANTO et al., 2017).

Entretanto, vale ressaltar que neste estudo, a atividade PPO nas raizes, no experimento 1,
ndo diferiu estatisticamente entre os tratamentos aos 10 dias, enquanto no experimento 2, houve
diferenca estatistica para o tratamento IT apenas aos 10 e 12 DAT em comparagdo aos controles,
sendo necessarias novas analises para melhor definir o fator época de méxima ativacdo. Porém,
analisando-se as médias totais, os tratamentos com aplicacdo de ASM apresentaram maiores
atividades para esta enzima.

Em pesquisas com aplicacdo de acido B-aminobutirico (BABA) em tomateiro, foi
observado maior atividade da enzima peroxidase em raizes infectadas por M. incdgnita
(SAHEBANI; HADAVI, 2009). Este mesmo produto foi eficiente em aumentar a atividade das
enzimas peroxidase e polifenoloxidase em raizes de tomateiro inoculadas com Meloidogyne
javanica (Treub) Chitwood, com maiores incrementos de atividade dos quatro aos sete dias apos

inoculacdo (periodo final da avaliacdo), cinco dias apos tratamento (SAHEBANI et al., 2011).
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J& a atividade da PAL, em parte aérea, apresentou valores variaveis. Entretanto, quando
analisada a atividade no sistema radicular, plantas tratadas e inoculadas mostraram maior atividade
enzimatica em ambos os experimentos. Fenilalanina amonia-liase é a enzima responsavel por
catalisar a primeira reacdo na rota dos fenilpropanoides, convertendo L-fenilalanina em acido
cindmico (via do &cido chiquimico), sendo responsavel pela producdo de precursores de lignina
(monolignais) e de espécies fendlicas, requeridas no processo de defesa vegetal, atuando na forma
compostos sinalizadores e precursores na producdo de fitoalexinas (NICHOLSON;
HAMMERSCHMIDT, 1992).

A biossintese do acido clorogénico no sistema radicular de tomateiros, também foi apontada
como responsavel pela resisténcia a M. incognita (HOWLES et al., 1996). Possivelmente, isto
deve-se ao fato do composto ser oriundo da rota dos fenilpropanoides em solanaceas e esta
relacionado a engenharia de defesa da planta, ja que ao ser oxidado pela enzima PPO, gera quinonas
reativas, responsaveis por limitar o desenvolvimento do nematoide e os danos ocasionados aos
tecidos, devido a formacédo de ligagdes cruzadas entre componentes de parede celular no apoplasto
(NIGGEWEG; MICHAEL; MARTIN, 2004; MEHER et al., 2015).

Evidéncias preliminares foram obtidas atraves de estudos comparativos entre plantas de
mesma especie (cultivares) resistentes e suscetiveis a algumas espécies de nematoides. Ao analisar
a expressdo de genes responsaveis por codificar a enzima PAL, observou-se aumento na expresséo
do gene ZmPAL4 em raizes de hibridos de milho resistentes a M. incognita, e auséncia nos
suscetiveis, demonstrando assim o importante papel da PAL no controle deste nematoide em milho
(STARR et al., 2014). Em estudos com cultivares resistentes aos nematoide migradores foi
observado aumento na atividade das enzimas PPO, POX e PAL em raizes de banana resistentes a
P. coffeae e R. similis, sendo neste Gltimo, também observado a producdo de fendis e lignina,
quando comparados a cultivares suscetiveis (DEVI et al., 2007; KUMAR et al., 2008; SANKAR
etal., 2017).

Constatou-se maior atividade da enzima B-1,3-glucanase nos tratamentos com aplicacao do
ASM, a partir de 4 DAT. Semelhantemente, ASM, aplicado via pulverizac¢ao foliar, promoveu
reducdo no numero de ovos de Meloidogyne spp. em videira, sendo observado aumento na
atividade desta enzima aos sete e 28 dias apds aplicacdo do produto (OWEN; GREEN;

DEVERALL, 2002). O papel desta enzima no controle de nematoides ainda ndo esta bem
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elucidado, mas acredita-se que age sobre os complexos de glicoproteinas e carboidratos presentes
na superficie externa da cuticula do nematoide, podendo servir como fontes de substrato para
atividade de glucanases e glicosidases, promovendo assim, a liberacdo de exoelicitores (BIRD,
1991; SUNDARARAJ; KATHIRESAN, 2012). Fato semelhante ocorre na acdo desta enzima sobre
os fungos, pois ela participa da hidrolise da parede das células das hifas, liberando exoglucanos, 0s
quais agem como elicitores, amplificando respostas de defesa, sinergicamente com endoelicitores
derivados da degradacdo de parede celular (SELA-BUURLAGE et al., 1993; EBEL; COSIO,
1994).

Em alfafa infectada por P. penetrans (Cobb) Chitwood; Oteifa verificou-se maior
transcricdo de RNAm relacionados a codificagdo da enzima f-1,3-glucanase em cultivares
resistentes, quando comparadas as suscetiveis, assim como aumento na inducao de transcriptomas
relacionados a rota do fenilpropanoides e responsaveis pela codificagdo da enzima PAL
(BALDRIDGE; O’NEILL; SAMAC, 1998). Ja quando analisada a atividade desta enzima em
cultivares de cana resistente a Pratylenchus zeae Graham, observou-se maior atividade da enzima
B-1,3-glucanase, em raizes e folhas, quando comparada a cultivar suscetivel ao nematoide
(SUNDARARAJ; KATHIRESAN, 2012).

Logo, 0 ASM foi capaz em induzir o aumento na atividade de enzimas relacionadas a defesa
em milho, enzimas estas semelhantemente observadas em outros patossistemas submetidos ao
processo de inducdo, bem como em plantas com expresséo génica de resisténcia e, possivelmente,
a reducdo na reproducao do nematoide esta relacionada ao aumento de resisténcia de parede celular,
dificultando sua alimentacdo e movimentacdo, proporcionando reducdo na populacdo de P.

brachyurus.

CONCLUSOES
O ASM reduziu a populacdo do nematoide nas raizes do milho aos 30 e 60 dias ap0s 0s
tratamentos. Além disso, observou-se maior atividade das enzimas POX, PPO e GLU na parte
aérea de plantas tratadas com ASM, enquanto para a enzima PAL, o controle inoculado apresentou
valores semelhantes aos tratamentos que receberam o produto. No sistema radicular foi observado

aumento na atividade das enzimas POX, PPO, PAL e GLU, nas plantas tratadas com ASM,
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iniciando, principalmente, aos cinco e seis dias ap6s aplicacdo e mantendo-se superiores até os 12
e 15 dias.
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Penetracdo e desenvolvimento de Pratylenchus brachyurus em raizes de

milho pulverizado com acibenzolar-S-metil

RESUMO

Atualmente, novas formas de controle tém sido estudadas no manejo de nematoides, sendo
a inducdo de resisténcia um método promissor no controle de nematoides endomigradores
sedentarios. Entretanto, pouco sabe-se a respeito deste método frente a nematoides migradores.
Assim, objetivou-se avaliar a aplicacdo de acibenzolar-S-metil (ASM) na penetracdo,
desenvolvimento e multiplicacdo de P. brachyurus em milho. Para isso, plantulas de milho cv. Al.
Bandeirantes, aos dez dias apds germinacao, foram inoculadas com 800 espécimes do nematoide e
parte das plantas, foram tratadas com ASM pulverizado na dose 0,5 g i.a L%, enquanto outra parte
foram inoculadas, porém, ndo tratadas. A cada cinco (experimento 1) e dois (experimento 2) dias
apos tratamento (DAT), as plantas foram retiradas, as raizes lavadas e submetidas ao processo de
coloracdo com fucsina acida. Os espécimes foram quantificados e 0 comprimento mensurado com
o0 auxilio de ocular milimetrada, acoplada ao microscépio optico, sendo os espécimes classificados
em trés grupos: 0,10 a 0,29; 0,30 2 0,49 e 0,50 a 0,69 mm. Aos 30 e 60 dias, realizou-se a avaliagcdo
do parametro nematoldgico. O ASM reduziu a populacédo final do nematoide nas raizes do milho
aos 30 e 60 DAT e o numero de espécimes e ovos no sistema radicular das plantas aos 8 e 10 DAT,
porém sem interferir na penetragdo do nematoide. Com relacéo ao desenvolvimento do nematoide,
pode-se observar aumento na proporgéo de espécimes em estagio inicial (0,10 a 0,29 mm) e menor
proporcao de espécimes apresentando entre 0,50 a 0,65 mm de comprimento em plantas tratadas
com ASM em comparacdo ao controle. Logo, o produto estudado € capaz de afetar o
desenvolvimento e a reproducdo do nematoide.
Palavras-chave: Controle alternativo. Inducéo de resisténcia. Nematoides das lesdes radiculares.

Zea mays.
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Penetration and development of Pratylenchus brachyurus in maize roots

treated with acibenzolar-S-metil

ABSTRACT

Currently, new methods of control have been studied in the nematodes management.
Resistance induction is a promising method to the control of sedentary endoparasitic nematodes,
but there is a lack of information about this method against migratory nematodes control. The
objective of this study was to evaluate the application of acibenzolar-S-methyl (ASM) in the
penetration, development and multiplication of P. brachyurus in maize. For this, maize seedling
cv. Al. Bandeirantes with ten days of germination was inoculated with 800 nematode specimens
and part of the plants were treated with ASM sprayed at the dose 0.5 g a.i. L, while another part
were inoculated but not treated. Each five (experiment 1) and two (experiment 2) days after
treatment (DAT), the plants were removed, the roots washed and submitted to the staining process
with acid fuchsin. The specimens were quantified and the length measured with the aid of ocular
millimeter coupled to the optical microscope, in which the specimens were classified in three
groups: 0.10 to 0.29, 0.30 to 0.49 and 0.50 to 0.69 mm. At 30 and 60 DAT, the evaluation of the
nematological parameter was carried out. ASM reduced the final nematode population in maize
roots at 30 and 60 DAT, number of specimens and eggs in the plant root system at 8 and 10 DAT.
In relation to the nematode development, it is possible to observe an increase in the proportion of
specimens at an early stage (0.10 to 0.29 mm) and a lower proportion of specimens presenting
between 0.50 and 0.65 mm of length in plants treated with ASM compared to control. Therefore,
the product studied is capable of affecting the development and reproduction of the nematode.

Keywords: Alternate control. Resistance induction. Root lesions nematodes. Zea mays.
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INTRODUCAO

A resisténcia a nematoides frequentemente ocorre devido a capacidade da célula em
dificultar a movimentacdo e alimentacdo, ou mesmo, por comprometer a reproducdo do parasita
pela producéo de determinadas substancias, geralmente associadas ao metabolismo secundério da
planta (SEENIVASA et al., 2011). Majoritariamente, este processo € observado como resposta de
reacdo de hipersensibilidade, que envolve alteragcBes na atividade enzimatica, metabolismo
fenolico, deposicdo de compostos recém sintetizados na parede celular e regulacdo do radical livre
O- de plantas resistentes (ZACHEO et al., 1995; DAS et al., 2008; FULLER; LILLEY; URWIN,
2008).

Semelhante processo tem sido observado na indugdo de resisténcia pela aplicacdo de
acibenzolar-S-metil (ASM), o qual ndo afeta a ecloséo, sobrevivéncia ou penetracao de nematoides
nas raizes dos hospedeiros (OWEN; GREEN; DEVERALL, 2002; SALGADO; RESENDE;
CAMPQS, 2007), mas reduz o desenvolvimento e a reproducdo do mesmo, sendo frequentemente
observado maior nimero de fémeas imaturas ou menor numero de massa de ovos e ovos, quando
comparado as plantas ndo tratadas com o produto (CHINNASRI; SIPES; SCHMITT, 2003;
MOLINARI; BASER, 2010; VIEIRA dos SANTOS; CURTIS; ABRANTES, 2013).

ASM é um dos principais eliciadores sintéticos utilizados no estudo da indugéo de
resisténcia no controle de nematoides em plantas, sendo, atualmente, encontrados estudos contra
ampla gama de fitonematoides em distintas culturas (HOFFMANN et al., 2005; PUERARI et al.,
2013; PUERARI et al., 2015; HERNANDES et al., 2017). Os eliciadores, ao entrarem em contato
com os tecidos da planta, desencadeiam a sintese de substancias que agem como sinais
bioguimicos, estabelecendo-se por toda a planta e promovendo a expressao de genes especificos,
que até o momento se mantinham inativos, proporcionando a producéo de proteinas determinantes
de resisténcia em plantas (LEITE; PASCHOLATI, 1997; DURRANT; DONG, 2004; ROMEIRO;
GARCIA, 2009).

Ao ser avaliado o efeito do ASM no controle de Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood
e Meloidogyne arenaria (Neal) Chitwood em videira, foi constatado reducdes de 40 a 80% no
numero de galhas e ovos, respectivamente, como também, aumento significativo na atividade da
enzima B-1,3-glucanases em raizes de plantas tratadas em relacdo a testemunha (OWEN; GREEN;
DEVERALL, 2002). J& no patossistema Meloidogyne incognita (Kofoid; White) Chitwood -
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tomateiro, constatou-se maior producdo de peréxido de hidrogénio e transcriptomas relacionados
a enzima peroxidase e reducdo no nimero de massa de ovos g* raiz (MELILLO; LEONETTI,
VERONICO, 2014). Além disso, atraves de analises histoldgicas, verificou-se aumento na
lignificacdo e redugdo no didmetro das células nutridoras, aumento na densidade e contragdo do
citoplasma das células vizinhas a estes sitios, sendos estas caracteristicas apontadas como
responsaveis por influenciar negativamente o desenvolvimento dos sitios de alimentag&o,
reduzindo a sua capacidade em nutrir o patdgeno.

Diferentemente, nematoides endoparasitas migratdrios, como Pratylenchus spp., ndo
formam sitios de alimentacdo, entretanto, a aplicacdo de ASM tem proporcionado reducdes na
reproducdo de Pratylenchus brachyurus (Godfrey) Filipjev; Schuurmans Stekhoven em soja e
milho (CASTILLO; VOVLAS, 2007; PUERARI et al., 2015; CARDOSO et al., 2016; HOMIAK
et al., 2017). Analisando estudos com cultivares de banana resistentes a Pratylenchus coffeae
Goodey e Radopholus similis Cobb, observou-se aumento na atividade das enzimas peroxidases,
polifenoloxidase e fenilalanina amonia-liase, aumento de lignificacdo e producdo de fitoalexinas
nas células do cortex, quando comparadas as cultivares suscetiveis, as quais podem reduzir a
mobilidade e a alimentacdo do nematoide (SUNDARARAJU; SUBA, 2006; DEVI et al., 2007,
WUYTS et al., 2007; KUMAR et al., 2008).

Apesar da eficiéncia de controle proporcionada pelo ASM, pouco se sabe como este produto
atua no controle de nematoides migradores. Assim, o presente trabalho teve como objetivo estudar
o efeito da aplicacdo de ASM, em parte aérea, sob a penetracdo, desenvolvimento e multiplicacao

de P. brachyurus em raizes de milho.

MATERIAL E METODOS
O trabalho foi constituido de dois experimentos, aos quais foram realizados em casa-de-
vegetacao, nas coordenadas geograficas 23°47°34,5” S e 53°15°22,1°> W, nos periodos de 15/02 a
20/04/2016 (experimento 1) e 05/10 a 13/11/2016 (experimento 2). Cada experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado e esquema fatorial 2 x 3 (tratamento x
época), no experimento 1, e 2 X 6 no experimento 2, composto pelos tratamentos, plantas

inoculadas com P. brachyurus e tratadas com ASM e plantas inoculadas e nédo tratadas (controle),
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e trés épocas (experimento 1) ou 6 épocas de avaliagao (experimento 2), com cinco repeti¢ces para
cada tratamento.

Inicialmente, duas sementes de milho cv. AL. Bandeirantes foram semeadas em cada vaso,
contento 700 mL de substrato composto por uma mistura de solo e areia 2:1 (v:v), previamente
autoclavado (120 °C 2 h'). Apds a germinacéo, realizou-se o desbaste, mantendo-se uma plantula
por vaso. Dez dias ap0s a germinacdo, cada plantula de milho foi inoculada com 4 mL de solucéo,
contendo 800 espécimes de P. brachyurus. O indculo foi obtido de populacdo pura do nematoide,
mantida em soja sob condi¢des de casa de vegetacao. Para obtencao do indculo, o sistema radicular
das plantas foi retirado, cuidadosamente lavado e submetido ao método de extracdo proposto por
Coolen; D’Herde (1972). A suspensio foi calibrada para 200 espécimes mL™, utilizando camara
de Peters sob microscopio éptico, sendo, posteriormente, aplicada em quatros orificios (1 mL
orificio) de 3 cm de profundidade, abertos no solo ao redor de cada plantula, os quais, foram
fechados ap6s inoculagéo.

A aplicacdo do ASM foi realizada no mesmo dia da inoculagdo, quando as pléantulas
estavam em estadio V1 (uma folha totalmente expandida), pulverizando-se a parte aérea das
mesmas com 0,5 g L de produto comercial Bion 500® (Syngenta), até o ponto de escorrimento
superficial. Plantas ndo tratadas foram pulverizadas com agua (controle). As avaliacGes foram
realizadas em épocas distintas para cada experimento. No experimento 1, as avalia¢cdes foram
realizadas aos 5, 10 e 15 dias apds tratamento (DAT), enquanto no experimento 2, foram realizadas
em seis épocas diferentes, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 DAT. Para isso, cinco plantas de cada tratamento
foram retiradas e o sistema radicular lavado para a retirada do solo. O sistema radicular foi pesado
e submetido ao método de coloracgdo proposto Byrd; Kirpatrick; Barker (1983), sendo armazenado
em frascos tipo coletor universal (50 mL), devidamente identificados e fechados, imersos em
solucdo de glicerina e agua destilada (v:v; 1:1) e mantidos em geladeira até 0 momento da analise.

Posteriormente, as raizes foram distribuidas em tampas de placas de Petri plasticas (140 x
15 mm) invertidas e sobreposta pela base da placa, também invertida, permitindo a vedacdo da
amostra. As placas foram identificadas e analisadas em microscopio de luz, quantificando-se o
numero de espécimes (juvenis e adultos) e ovos presentes nas amostras. Para a andlise do
desenvolvimento do nematoide, em cada repeticdo, foi mensurado o comprimento dos nematoides

expandidos, sendo que o nimero de nematoides variou de 6 a 20 espéecimes por repeticdo, em
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funcdo do tratamento e época de andlise. Para cada repeticdo, adotou-se 0 nimero méximo de 20
espécimes aleatdrios por sistema radicular. Os espécimes foram mensurados utilizando-se ocular
constituida de régua milimetrada, devidamente calibrada, acoplada ao microscopio de luz. Estes
foram distribuidos em trés classe com diferentes comprimentos, 0,10 a 0,29 mm, 0,30 a 0,49 mm
e 0,50 a 0,69 mm, de modo que os valores obtidos de cada repeticdo foram transformados em
porcentagem (%), considerando o nimero total de nematoides mensurados (100%) obtidos em cada
amostra (6 a 20 espécimes), para posterior analise estatistica.

Cinco plantas de cada tratamento foram mantidas até os 30 e 60 dias apds a inoculacdo
(experimento 1) e 30 dias ap6s inoculacdo (experimento 2), para avaliacdo da populacao final do
nematoide. Para isso, as raizes foram lavadas, colocadas em papel absorvente para retirar o excesso
de 4gua e pesadas. Entdo, foram submetidas ao processo de extracdo conforme metodologia citada
anteriormente, sendo posteriormente quantificados em camara de Peters e microscopio de luz,
quanto a nimero de espécimes por grama de raiz.

Para atender os pressupostos de normalidade, os dados obtidos foram transformados em
Vx, para o parametro de populagio final, e vx + 1, para os demais pardmetros, e submetidos a
anélise de variancia (ANOVA). Quando significativo, as médias dos pardmetros nimero de
espécimes, de ovos e populacéo total, foram comparadas pelo teste t (LSD) a 5% de probabilidade
para o fator tratamento e pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade para o fator época. Para o
parametro populacdo final (nematoide g de raiz) e analise do desenvolvimento dos espécimes, as
médias das quantidades e porcentagens, respectivamente, foram comparadas pelo teste t (LSD) 5%
de probabilidade. Todas as analises foram realizadas utilizando o programa estatistico Sisvar
(FERREIRA, 2011).

RESULTADOS
Houve interacdo significativa para o nimero de espécimes no experimento 1, nas avaliagdes
realizadas aos 5, 10 e 15 DAT (Tabela 3.1). Apesar de ndo haver diferenca aos 5 DAT, foi
verificado menor nimero de espécimes aos 10 e 15 DAT nas plantas que receberam a aplicacéo do
ASM em comparacédo ao controle. Também foi constatado aumento no nimero de espécimes nas
raizes das plantas controle nas avaliagdes realizadas aos 10 e 15 DAT, enquanto nas plantas tratadas

com ASM, ndo houve aumento significativo ao longo das épocas analisadas.
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Em relacdo ao numero de ovos, ndo foi constado interacdo entre os fatores estudados,
entretanto, foi observada significancia para os fatores isoladamente, apresentando menor média
total no nimero de ovos para o tratamento com aplicacdo de ASM, em comparacao ao tratamento
controle. Para o fator época, maior média total foi verificada aos 15 DAT (Tabela 3.1).

Resultados semelhantes foram obtidos para a populagdo total (soma do numero de
espécimes e ovos), sendo constatado menor nimero de espécimes no tratamento com ASM, aos 10
e 15 DAT, em comparacao ao tratamento controle (Tabela 3.1). Analisando o fator época dentro
de cada tratamento, foi possivel observar o aumento significativo da populagéo total ao longo das
épocas nas plantas controles, enquanto para as plantas tratadas com ASM o aumento na populacéo
final foi verificado aos 15 DAT.

Tabela 3.1 Numero de espécimes (juvenis e adultos), de ovos e populacgéo total (espécimes + ovos)
de P. brachyurus inoculado em plantulas de milho aos 5, 10 e 15 dias ap6s tratamento com ASM.
Experimento 1.

Epoca (Dias apds tratamento)

Tratamentos 5 10 15 Meédia total
Espécimes
ASM 16 aA 14 bA 16 bA 15
Controle 14 aB 29 aA 46 aA 30
Média total 15 21 31 CV (%) 14,6
Ovos
ASM 0ns 1ns 14 ns 5b
Controle 0ns 5ns 19 ns 8a
Média total 0B 3B 17 A CV (%) 36,7
Populacéo total
ASM 16 aB 14 bB 30 bA 20
Controle 14 aC 34 aB 65 aA 38
Média total 15 24 48 CV (%) 16,2

Médias seguidas de mesma letra minusculas em coluna e maitsculas em linha ndo diferem estatisticamente entre si;
CV=coeficiente de varia¢do (%).

Nas seis avaliagcOes de penetracdo e desenvolvimento do experimento 2, foi observada
interacdo entre os fatores tratamento e época para as variaveis nimero de espécimes, de ovos e
populacdo total (Tabela 3.2). Plantas tratadas com ASM apresentaram reducdo no numero de
espécimes, em comparacdo as plantas controles, a partir do 8° DAT, mantendo valores
significativamente superiores nas épocas subsequentes (10 e 12 DAT). Ja para o fator época, houve
aumento no namero de espécimes entre 0s 2° e 4° DAT, porém nas demais épocas manteve-se
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constante. Diferentemente, para o controle verificou-se aumento constante neste parametro ao
longo dos periodos avaliados, apresentando maiores nimeros aos 10 e 12 DAT.

Da mesma forma, o nimero de ovos e a populacdo total apresentaram menores medias a
partir do 10° e 8° DAT, respectivamente, em comparacao ao controle (Tabela 3.2). Analisando o
fator época dentro de cada tratamento, também foi verificado aumento nos pardmetros avaliados
no decorrer do periodo analisado para o tratamento controle, enquanto nas plantas tratadas com
ASM foi constatado aumento no nimero de ovos apenas entre 0 4° e 6° DAT, e para populacédo

total entre 0 2° e 4° DAT, mantendo-se estavel posteriormente.

Tabela 3.2 NUmero de espécimes (juvenis e adultos), de ovos e populacao total (espécimes + ovos)
de P. brachyurus inoculado em plantulas de milho aos 5, 10 e 15 dias ap0s tratamento com ASM.
Experimento 2.

Epocas (Dias apos tratamento)

Tratamentos 5 1 5 3 10 1 Média total
Espécimes
ASM 26aB 74 aA 74 aA 53bAB 67 bA 70 bA 60
Controle 20aD 65aC 101aBC 91aBC 143aA 116aAB 89
Média total 23 69 87 72 93 105 Cv=146
Ovos
ASM 0aB 0aB 8 aA 11 aA 13bA 14 bA 8
Controle 0aD 0aD 10 aC 12 aC 30 aB 53 aA 17
Média total 0 0 9 12 21 33 Cv =258
Populacéo total

ASM 26aB 74aA 82 aA 66 bA 80 bA 85 bA 68
Controle 20aC ©65aB 112 aB 102aB 174 aA 169 aA 107
Média total 23 69 96 84 126 127 Cv=144

Médias seguidas de mesma letra minGsculas em coluna e maidsculas em linha ndo diferem estatisticamente entre si;
CV=coeficiente de variacdo (%).

Quanto ao desenvolvimento morfoldgico dos nematoides, no experimento 1, pode-se
observar maior porcentagem de espécimes com comprimentos entre 0,10 e 0,29 mm aos 10 e 15
DAT em plantas tratadas com ASM se comparadas a testemunha (Figura 1.1). Para os espécimes
que apresentavam comprimentos entre 0,30 a 0,49 mm néo foi observado diferenca estatisticas nas
porcentagens analisadas para ambos tratamentos ao longo das épocas. Porém, menor porcentagem
de espécimes medindo entre 0,50 e 0,69 mm foi verificada aos 10 e 15 DAT nas plantas tratadas
com ASM.
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Figura 1.1 Porcentagem de espécimes apresentando comprimento de 0,10-0,29 mm (A), 0,30-0,49
mm (B) e 0,50-0,69 mm (C) mensurados em raizes de milho aos 5, 10 e 15 dias apds os tratamentos,

com e sem aplicacdo de ASM no experimento 1. Barras de mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste T a 5 % de probabilidade; ns=ndo significativo.
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Os resultados do experimento 2 corroboraram o primeiro, visto que para espécimes com
comprimentos entre 0,10 e 0,29 mm, maiores porcentagens foram verificadas a partir do 6° DAT
em plantas tratadas com ASM em relacdo ao controle, permanecendo estes valores
significativamente superiores nas demais épocas analisadas (Figura 1.2).

Né&o foi observado diferenca estatistica na porcentagem de espécimes mensurados de 0,30
a 0,49 mm, entre os tratamentos analisados. Ja para os espécimes com comprimento entre 0,50 e
0,69 mm, menores porcentagens foram observadas nas plantas tratadas com ASM a partir do 8°
DAT, em comparacdo ao controle, diferenca esta também constatada aos 10 e 12 DAT (Figura 2).

Reducdes nas populac@es totais de ambos experimentos (Tabela 3.1 e 3.2) também foram
observadas na populacéo final de nematoides (nimero de nematoides g™ raiz) realizadas aos 30 e
60 dias, no experimento 1, e aos 30 dias apds tratamentos, no experimento 2 (Tabela 3.3). No
experimento 1, verificou-se reducdes de 70,8 e 59,1% na populacéo final de nematoide nas plantas
pulverizadas com ASM aos 30 e 60 dias apés tratamento, respectivamente. De forma semelhante,
no experimento 2, observou-se reducdo de 65,4% na populacdo final do nematoide em raizes de

plantas pulverizadas com ASM em relagéo ao controle.
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Figura 1.2 Porcentagem de espécimes apresentando comprimento de 0,10-0,29 mm (A), 0,30-0,49
mm (B) e 0,50-0,69 mm (C) mensurados em raizes de milho aos 2, 4, 6, 8, 10 e 12 dias ap06s 0s
tratamentos, com e sem aplicacdo de ASM no experimento 2. Barras de mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste T a 5 % de probabilidade; ns=ndo significativo.
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Tabela 3.3 Namero de Pratylenchus brachyurus por grama de raiz (populacéo final) e porcentagem
de reducdo em comparacao a testemunha em milho avaliado aos 30 e 60 dias (experimento 1) e aos
30 dias apds tratamentos (experimento 2) com acibenzolar-S-metil

T Numero de nematoides g Porcentagem de
ratamento ; «
raiz reducdo

Experimento 1 - 30 dias ap6s tratamento
ASM 306 b 70,8
Controle 594 a -
CV (%) 11,26

Experimento 1 — 60 dias apds tratamento
ASM 901 b 59,1
Controle 2450 a -
CV (%) 23,82

Experimento 2 - 30 dias ap6s tratamento
ASM 310b 65,4
Controle 676 a -
CV (%) 11,48

Dentro de cada época de avaliacdo, médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si
pelo teste t a 5% de probabilidade; CV= coeficiente de variacao;

DISCUSSAO

Foi possivel constatar que ndo houve reducdo na penetracdo do nematoide nas primeiras
avaliacOes de ambos os experimentos. Entretanto, aos 10 DAT (experimento 1) e aos 8 DAT
(experimento 2) observou-se menor proporcdo de espécimes em raizes de plantas tratadas com
ASM em comparacdo ao controle, mantendo-se inferior nas demais épocas de avaliagdo. De fato,
0 ASM tem sido citado como um produto que ndo afeta a penetracdo do nematoide (OWEN;
GREEN; DEVERALL, 2002; CHINNASRI; SIPES; SCHMITT, 2003), por agir em processos pos
infeccionais (MOLINARI; BASER, 2010; MELILLO; LEONETTI; VERONICO, 2014).

Apesar dos trabalhos citados acima mostrarem que a aplicacdo de ASM néo interfere na
penetracdo do nematoide, os estudos foram limitados ao género Meloidogyne, que ao penetrar nas
raizes, move-se intercelularmente, evitando o rompimento celular (KYNDT et al., 2013).
Entretanto, Pratylenchus move-se pelo coértex radicular intracelularmente, promovendo o
rompimento celular e maiores danos a este tecido (JONES; FOSU-NYARKO, 2014), o que pode
servir de sinal amplificador para a planta, que juntamente com o produto indutor, podem ter
induzido, ndo apenas modificacOes estruturais restritas aos sitios de alimentacdo, mas em todo

cortex, dificultando futuras penetracoes.
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Como apresentado anteriormente, os danos celulares ocasionados pela invasdao do
nematoide podem gerar a formacdo de moléculas sinalizadoras, comumente denominadas de
padrdes moleculares relacionados a danos (DAMPS), acionando uma cascata de eventos que levam
ao aumento de resisténcia (BOLLER; FELIX, 2009; HAEGEMAN; JONES;
DANCHIN, 2011; HEIL; LAND, 2014; HOLBEIN; GRUNDLER; SIDDIQUE, 2016). O efeito
aditivo da presencga do nematoide, juntamente com o produto, foi observado em tomateiros tratados
com ASM, no qual houve aumento no acimulo de lignina e na atividade da enzima peroxidase
(POX) quando comparado apenas as plantas tratadas, porém ndo inoculadas com o nematoide
(MELILLO; LEONETTI; VERONICO, 2014).

A partir do 10° DAT (experimento 1) e 6° DAT (experimento 2) foi constatada a presenca
de ovos no interior das raizes, o que pode ter ocorrido pelo fato de que o in6culo era composto por
nematoides em diferentes fases de desenvolvimento, incluindo, fémeas adultas.

Aos 10 e aos 8 DAT (experimentos 1 e 2, respectivamente) foi verificada a redugdo no
numero de espécimes de nematoide nas raizes de plantas tratadas com ASM e, como este periodo
ndo foi suficiente para expressar reproducdo, o resultado pode estar relacionado ao inicio do
processo de ativacao da inducéo de resisténcia, uma vez que 0 mesmo necessita de um determinado
periodo de tempo para que possa ser estruturado (RYALS et al., 1996). Em trabalho realizado em
algodéo, pode-se verificar aumento na atividade da enzima POX, pirogalol e guaiacol peroxidase,
em parte aérea, principalmente aos quatro e seis dias apds aplica¢do do produto, independente da
cultivar estudada (ARYAL et al., 2011). J& a aplicacdo de ASM no patossistema M. incognita-
tomateiro, maiores concentracfes de peroxido de hidrogénio, aumento no teor de lignina, aos trés
e sete dias ap0s inoculagdo, e na atividade da enzima POX, aos dois, trés e sete dias ap6s inoculagdo
(MELILLO; LEONETTI; VERONICO, 2014).

O aumento na atividade das enzimas PPO, POX e PAL foi observado no estudo relacionado
ao endoparasita migrador Radopholus similis Cobb parasitando raizes de bananeira resistentes,
principalmente aos sete dias apds inoculacdo, acompanhado do aumento de compostos fendlicos e
lignina (SANKAR et al., 2017). Resultados semelhantes, foram observados em estudo com o0s
hibridos de banana, Pisang Lilin e Anaikoban, resistentes e tolerantes, respectivamente, a P. coffeae
e R. similis, sendo observado maior atividade PAL, POX e PPO, quando comparados as cultivares

suscetiveis (KUMAR et al., 2008). Enquanto em trabalho envolvendo o hibrido de banana Pisang
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Lilin e P. coffeae, foi verificado maior producdo de fendis totais e lignina em comparacdo aos
hibridos suscetiveis a esta espécie (KAVITHA et al., 2008).

A atividade conjunta das enzimas POX, polifenoloxidase (PPO) e fenilalanina aménia liase
(PAL) podem promover modificagdes estruturais que proprocionam maior enrijecimento de parede
celular, prevenindo o acesso das enzimas degradativas, produzidas pelo nematoide, aos
polissacarideos de parede celular (GRABBER; HATUELD; RALF, 1998; HIRAGA et al., 2001;
HOLBEIN; GRUNDLER; SIDDIQUE, 2016). Para a POX, ha relatos na literatura demonstrando
sua capacidade em promover aumento da resisténcia de parede celular, atuando na ligacdo cruzada
entre mondmeros de extensina, criando uma rede insolUvel, densa e sélida, pela formacdo de
ligacOes covalentes entre residuos de feruloil, associados a polissacarideos de parede celular (FRY,
2004; PASSARDI; PENEL; DUNAND, 2004). Além disto, a enzima participa da polimerizacédo
do hidroxinamil alcool (monolignois) em lignina (HIRAGA et al., 2001; De SOUZA et al., 2003;
ALMAGRO et al., 2009; BARROS-RIOS et al., 2015; BENTO-SILVA; PATTO; BRONZE,
2017). A PPO, por sua vez, possivelmente esteja envolvida no processo de lignificacgéo,
promovendo a oxidagdo de diferentes tipos de compostos fenolicos, contribuindo no processo
polimerizacdo da molécula de lignina (GOMEZ-VASQUEZ et al., 2004; MARJAMAA et al.,
2009; ZIVKOVIC et al., 2010). Enquanto a PAL ¢ a enzima responsavel por catalisar a primeira
reacdo na dos fenilpropanoides convertendo L-fenilalanina em &cido cindmico, produto este
precursor dos acidos hidroxicindmico utilizados na sintese de lignina (VANHOLME et al., 2010;
VOGT, 2010).

A resisténcia de plantas a nematoides também tem apresentado niveis de transcricdo mais
altos para as principais enzimas envolvidas na biossintese de fitoalexinas isoflavonoides, dentre
elas a PAL (SORIANO et al, 2004). Em estudo realizado com hibridos de milho suscetivel e
resistente a M. incognita, foi verificado aumento na expressdo do gene ZmPAL4, aos oito dias apds
inoculacdo, em raizes dos hibridos resistentes ao nematoide, enquanto nos hibridos suscetiveis ndo
foi observado a expressdao deste gene (STARR et al., 2014). Fitoalexinas sdo metabdlitos
secundarios, provenientes da rota dos fenilpropanoides, ao qual se insere a PAL, apresentando
atividade bioldgica contra uma variedade de patégenos (HAMMERSCHMIDT, 1999; AHUJA et
al., 2012). Em estudo envolvendo cultivares suscetivel e resistente a diferentes espécies de

nematoides endoparasitas migradores, foi verificado maior producdo de alguns tipos de
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fitoalexinas, sendo as mesmas relacionadas a reducdo da mobilidade e alimentagdo dos nematoides
(BALDRIDGE et al., 1998; COLLINGBORN et al., 2000; WUYTS, et al., 2006; HOLSCHER et
al., 2014; LINSELL, 2014). Na cultura do milho foi identificada a presenca de dois principais tipos
de fitoalexinas, Zealexina (sesquiterpenoides) e Kauralexina (diterpenoides), em hibridos
resistentes a Fusarium graminearum Schwabe e a outras espécies de fungos, com diferentes niveis
de expressao para cada fitoalexina (HUFFAKER et al., 2011).

Vale ressaltar que o ASM, além de reduzir a penetracdo nos periodos mais avancados da
avaliagdo e o desenvolvimento do nematoide, promoveu reducéo no niimero de nematoides g* de
raiz. Reducdes no nimero de ovos depositados por nematoides, ap6s a aplicacdo de ASM, foi
observado em diferentes culturas no controle de nematoides do género Meloidogyne (OWEN,;
GREEN; DEVERALL, 2002; MOLINARI; BASER, 2010; PUERARI et al., 2013; MEHER et al.,
2015; HERNANDES et al., 2017). Em plantas de tomate e batata pulverizadas com ASM, maiores
proporcdes de juvenis de segundo estadio e menores proporgdes de fémeas adultas de Meloidogyne
chitwoodi Golden; O’Bannon; Santo; Finley foram observados nas raizes das plantas em
comparacao as plantas controles aos 21 dias ap06s inoculagdo (VIEIRA dos SANTOS; CURTIS;
ABRANTES, 2013).

Da mesma forma, em raizes de feijdo caupi pulverizadas com ASM foi possivel notar
reducdo préxima a 38% no nimero médio total de espécimes g™* raiz, além disso, foi verificado a
presenca de maior porcentagem de fémeas imaturas e menor porcentagem de fémeas adultas de M.
javanica no sistema radicular, quando comparado a testemunha (CHINNASRI; SIPES; SCHMITT,
2003). Estas reducOes, possivelmente, estejam relacionadas a menor capacidade das celulas
nutridoras em fornecer os nutrientes necessarios ao desenvolvimento do nematoide, ja que a
aplicacdo de ASM no patossistema tomateiro-M. incognita, foi constatado menor didmetro destas
mesmas células, assim como a presenca de citoplasma denso e bastante contraido, semelhante a
uma reacdo de hipersensibilidade em células do parénquima, proximas aos sitios de alimentacédo
(MELILLO; LEONETTI; VERONICO, 2014).

Deste modo, 0 ASM possivelmente promoveu uma agao sistémica, aumentando a atividade
de enzimas direcionadas ao enrijecimento e espessamento de parede celular, dificultando sua

degradacdo enzimatica e, consequentemente, reduzindo a disponibilidade de alimento ao

107



nematoide, fato que pode ser percebido devido o retardamento no desenvolvimento e na reducéo

da producéo de ovos.

CONCLUSAO
A aplicacdo de ASM proporcionou redugdo no numero de espécimes de P. brachyurus e
ovos em raizes de milho a partir do oitavo e décimo dia apds ao tratamento (DAT) com o produto,
nos experimentos 2 e 1, respectivamente. Reducdo esta, também observada aos 30 e 60 DAT, em
experimento 1 e aos 30 DAT no experimento 2. Além disso, em raizes de plantas tratadas com
ASM foi observado maior proporcéo de espécimes em estadio inicial de desenvolvimento (0,10-
0,29 mm), aos 6 ou 10 DAT e menor nimero de espécimes adultas (0,50-0,69 mm), aos 8 ou 10

DAT, em comparacao as plantas controles.
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CONCLUSAO GERAL

ASM e Ecolife™ foram eficientes no controle de P. brachyurus, principalmente em cultivo
de milho suscetivel ao nematoide, sob condi¢bes controladas. Enquanto o fosfito de manganés
apresentou valores varidveis sob a populagdo do nematoide. Em geral, os indutores nao
apresentaram efeito expressivo sobre o desenvolvimento vegetativo da planta, sendo este, afetado
basicamente pelo fator genétipo. Em segundo trabalho, ASM reduziu a populacdo do nematoide
nas raizes do milho e ndo afetou negativamente os parametros vegetativos aos 30 e 60 dias apds 0s
tratamentos. Além disso, observou-se maior atividade das enzimas POX, PPO e GLU na parte
aérea de plantas tratadas com ASM, enquanto para a enzima PAL, o controle inoculado apresentou
valores semelhantes aos tratamentos que receberam o produto. No sistema radicular foi observado
aumento na atividade das enzimas POX, PPO, PAL e GLU, nas plantas tratadas com ASM,
iniciando, principalmente, aos cinco e seis dias apds aplicacdo e mantendo-se superiores até 0s 12
e 15 dias. A aplicacdo de ASM também proporcionou reducéo no nimero de espécimes e ovos no
sistema radicular das plantas tratadas aos 8 e 10 DAT. Com relagdo aos desenvolvimentos, pode-
se observar aumento na proporc¢édo de espécimes em estadio inicial de desenvolvimento e menor
proporcao de espécimes apresentando entre 0,5 a 0,65 mm de comprimento em plantas tratadas
com ASM em comparagdo ao controle. Deste modo, a aplicagdo dos produtos Ecolife™ e ASM
podem ser utilizados no controle de P. brachyurus, sendo constatado que este ultimo produto, apds
aplicado, promove 0 aumento na atividade de enzimas responsaveis pelo incremento na resisténcia
de parede celular, a partir do 5° ou 6° dia apds aplicacdo, reduzindo a capacidade de penetracdo do
mesmo e possivelmente dificultando sua capacidade de alimentacdo, indiretamente observada pelo
retardamento no desenvolvimento das espécimes presentes em plantas tratadas com ASM.
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Figura 2.1 Curva de proteinas utilizada para calculo do teor de proteinas (mg mL™ de amostra) em
experimento 1
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Figura 2.2 Curva de &cido trans-cinamico utilizada para o calculo da atividade especifica da enzima
Fenilalanina aménia-liase (mg de 4cido trans-cindmico h* mg™ de proteina) em experimento 1
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Figura 2.3 Curva de proteinas utilizada para calculo do teor de proteinas (mg mL™* de amostra) em
experimento 2
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Figura 2.4 Curva de acido trans-cinamico utilizada para o calculo da atividade especifica da enzima
Fenilalanina aménia-liase (mg de &cido trans-cindmico h* mg™ de proteina) em experimento 2
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