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RESUMO

Estudos com fungos micorrizicos arbusculares tentam elucidar a contribuicdo desses
microrganismos no transporte de compostos sinalizadores entre plantas, uma vez que,
eles formam uma rede micelial subterrdnea que conecta as plantas e sdo capazes de
translocar substancias entre plantas vizinhas. O objetivo deste estudo foi avaliar a
contribuicdo dos fungos micorrizicos arbusculares na inducdo a resisténcia do tomateiro
a Meloidogyne incognita raga 2. O experimento foi realizado em casa de vegetagdo e o
delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado (DIC), composto por
4 tratamentos e 5 repeticoes, totalizando 20 parcelas. Cada parcela constituiu-se por um
sistema inicial de vaso duplo conectado (VDC), contendo uma planta em cada lado do
vaso, onde uma das plantas foi denominada de emissora (E) e a outra de receptora (R).
Os tratamentos foram oriundos da combinagdo entre os vasos com plantas emissoras
com e sem micorriza, respectivamente (EM+ e EM-), conectados a vasos com plantas
receptoras com e sem micorriza (RM+ e RM-). O experimento foi realizado em duas
etapas, fase | e fase Il. Iniciou-se a fase | com a introdugédo do inoculo de nematdide
(4000 ovos e J2 M. incognita raga 2) apenas nos lados dos vasos contendo as plantas
emissoras, com e sem micorriza (EM+ e EM-), tendo estas permanecido em contato
com os nematdides durante 45 dias. Apds esse periodo, procedeu-se a separacao dos
vasos duplos conectados. A fase Il teve inicio apés a separacdo dos vasos e adi¢do do
indculo do nematdide nas plantas receptoras, permanecendo 45 dias em contado com 0s
nematoides em casa de vegetacdo. Os resultados mostraram que as plantas emissoras
inoculadas com micorrizas foram mais susceptiveis ao parasitismo por M. incognita
raca 2, apresentando menor desenvolvimento da planta e maior susceptibilidade ao
nematoide. As plantas receptoras que estiveram em contato com as plantas emissoras
com micorriza (EM+) no periodo de pré-condicionamento apresentaram melhor
crescimento e menor susceptibilidade ao M. incognita revelando, dessa forma, que
foram estimuladas durante a fase I, a acionar seu mecanismo de defesa contra o

patogeno.

Palavras-chave: Sinalizacdo. Rede micelial. Nematoides das galhas. FMA.



ABSTRACT

Studies mycorrhizal fungi try to elucidate the contribution of microorganisms in the
transport of signaling between plants compounds, since they form a network that
connects the underground mycelial and plant substances are able to translocate between
neighboring plants. The aim of this study was to evaluate the contribution of
mycorrhizal fungi in inducing resistance of tomato to Meloidogyne incognita race 2.
The experiment was conducted in a greenhouse and the experimental design was a
completely randomized design, consisting of 4 treatments and 5 replicates, totaling 20
plots. Each plot was constituted by a dual system connected initial vessel containing a
plant on each side of the vessel, where a plant has been called issuing (I) and one
receiver (R).The treatments were derived from the combination of the potted issuing
plants with and without mycorrhiza, respectively (IM + and IM-) connected the potted
receiver plant with and without mycorrhiza (RM + and RM-). The experiment was
conducted in two phases, phase | and phase II. It started with phase I the introduction of
nematode inoculum (4000 eggs and J2 Meloidogyne incognita race 2) only at the sides
of the pots containing the issuing plants with and without mycorrhiza (IM + and IM-),
and those remained in contact with nematodes for 45 days. After this period, we
proceeded to double the separation vessel connected. Phase 11 began after the separation
vessel and addition of the nematode inoculum in receiver plants 45 days remaining in
contact with the nematodes in the greenhouse. The results showed that issuing plants
inoculated with mycorrhizal were more likely to parasitism by M. incognita race 2, with
lower plant development and increased susceptibility to nematodes. The receiver plants
that were in contact with the issuing plants with mycorrhiza (IM+) during the
preconditioning showed better growth and lower susceptibility to M. incognita revealing
thereby that were stimulated during Phase I, the activate mechanism of defense against

the pathogen.

Keywords: Signaling. Mycelial network. Root-knot nematode. AMF.
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INTRODUCAO

Micorrizas sdo associacdes mutualisticas entre fungos e raizes. Esses
organismos co-evoluiram formando uma relagdo perfeita de compatibilidade estrutural e
fisiolégica. Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) pertencem ao filo
Glomeromycota e colonizam as raizes de quase todos 0s géneros das Gimnospermas e
Angiospermas.

A maior absorcdo de fosforo sem duvidas é o fendmeno mais importante
para a planta na relacdo simbiotréfica na qual, em contrapartida, o fungo recebe carbono
que foi fixado pelo vegetal no processo fotossintético. Além do maior suprimento de P
para a planta hospedeira, varios trabalhos demonstram a importancia do papel da
micorriza para 0 sucesso do estabelecimento dos vegetais em ambientes de estresse,
sejam eles provocados por causas abidticas (temperatura, salinidade, hidrico), ou por
causas bidticas (doengas e ataques de insetos). Existem ainda atividades de sinalizacfes
(comunicagdo) pouco conhecidas que podem ser atribuidos aos fungos micorrizicos.
Essas sinalizacbes podem ser emitidas de planta para planta por meio do micélio
fangico.

Estudos tentam elucidar a contribuicdo dos fungos micorrizicos arbusculares
no transporte de compostos sinalizadores entre plantas, uma vez que, os FMA séo
capazes de formar uma rede micelial subterranea que conecta as plantas e sdo capazes
de translocar carbono, nutrientes e agua entre plantas vizinhas, mesmo que estas sejam
de espécies diferentes. Alguns autores obtiveram respostas positivas para plantas
micorrizadas que sofreram algum dano e foram capazes de induzir as plantas vizinhas a
aumentar sua resisténcia a ataque de insetos herbivoros e a doencas de maneira mais
efetiva quando comparadas a plantas ndo micorrizadas.

Tais resultados ajudam a comprovar gque esses fungos podem ser capazes de
formar um “canal” subterraneo de comunicagdo entre plantas, contribuindo para o
aumento da resisténcia aos danos causados por fitoparasitas, acaros e insetos, sejam eles
da parte aérea (afideos, lepiddpteros, coledpteros, etc.) ou do sistema radicular como 0s
nematoides causadores de galhas.

O tomate é um dos alimentos mais importantes e benéficos para a
humanidade. No entanto, essa cultura sofre grandes perdas devido a susceptibilidade a

uma gama de doencas e distarbios fisioldgicos, tanto que, em algumas épocas do ano o
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custo de producdo € tdo elevado que muitos agricultores desistem de plantar,
provocando o aumento do preco e até o desabastecimento do produto no mercado.
Dentre as doencas, 0 parasitismo provocado por nematdides causadores de galhas,
principalmente o Meloidogyne incognita, esta entre os mais importantes para a
tomaticultura, provocando anualmente prejuizos consideraveis nas lavouras de todo o
pais. A busca pelo controle dos fitonematoides envolve varias técnicas, tais como, 0
uso de defensivos agricolas (nematicidas), rotacdo de cultura, uso de variedades
resistentes, controle bioldgico, etc.

O controle bioldgico caracteriza-se pelo uso de organismos vivos que visam
a diminuicdo da populacdo de nematoides de uma determinada area, que pode ocorrer
através da predagdo, parasitismo, competicdo, ou mesmo por meio da inducdo a
resisténcia da planta, seja por promover uma nutricdo adequada ou por estimular a
atividade do metabolismo de defesa vegetal. Atualmente, alguns estudos revelam a
contribuicdo dos fungos micorrizicos arbusculares na protecdo de plantas, porém, os
resultados ainda séo inconclusivos e as informacdes de como ocorre essa protecdo é
bastante incipiente. O tomateiro, assim como a maioria das plantas de interesse
econémico, € uma espécie micotrofica. Essa associagdo com FMA pode representar
uma valiosa estratégia de sobrevivéncia do vegetal em ambientes de adversidades seja
de natureza bidtica ou abidtica.

Diante do exposto, propde-se com o presente trabalho testar a hipdtese de
que plantas de tomate colonizados com fungos micorrizicos arbusculares tém maior
resisténcia ao ataque de Meloidogyne incognita raga 2, devido a inducdo promovida por
um contato prévio com tomateiro colonizado por FMA e sob o ataque do nematoide.
Dessa forma, objetiva-se avaliar a contribuicdo dos fungos micorrizicos arbusculares na

inducdo a resisténcia do tomateiro a Meloidogyne incognita raca 2.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultura do tomate

O tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) tem como seu centro de origem a
regido compreendida entre Peru, Equador e Bolivia. Posteriormente, a fruta foi levada
pelos povos antigos para 0 México, onde os astecas deram-lhe o nome de “tomatl”. Os
tomateiros primitivos produziam frutos pequenos e amarelos, tipo tomate-cereja que
nasciam espontaneamente, dispensando o seu cultivo (BARBARA, 2005).

De acordo com Barbara (2005) os espanhéis levaram o tomate para Europa,
no entanto, esta foi recebida com desconfianca devido a semelhanca com a mandragora
ou quica venenosa (Mandragora officinarum L.), uma solanacea venenosa e bastante
conhecida na época. Devido a este aspecto, o tomate durante muito tempo foi evitado e,
mesmo depois de muitos anos, aqueles que comiam o fruto, seguiam a recomendacéo de
cozinha-lo durante no minimo trés horas para que houvesse a “eliminac¢do das toxinas”.
A partir de 1977 o tomate passou a ser aceito devido o preparo de massas com 0 molho
de tomate pelo cozinheiro italiano Francesco Leonardi, tornando assim, o tomate um
dos alimentos mais populares e apreciados da culinaria mundial.

O tomate é composto em sua maior parte por agua (93 a 95 %) enquanto que
1,5 % € constituido por fibras. Nos 5 % a 7 % restantes, encontram-se compostos
inorganicos, &cidos organicos, acucares, solidos insoldveis em alcool e outros
compostos. Embora as vitaminas estejam presentes em uma pequena proporc¢éao do total
da matéria seca, essas substancias sdo importantes do ponto de vista nutricional
(EMBRAPA, 2013). As principais vitaminas encontradas no fruto sdo as vitaminas A e
C, além de conter frutose, acido folico, potassio, calcio e acidos considerados anti-
cancerigenos (BARBARA, 2005). A cor vermelha é devido a presenca de um pigmento
carotendide denominado licopeno. O licopeno é um poderoso antioxidante que combate
o efeito dos radicais livres. Ferreira e Matsubara (1997) explicam que o termo radical
livre refere-se a atomo ou molécula altamente reativo, que contém nimero impar de
elétrons em sua Gltima camada eletrdnica. E este ndo-emparelhamento de elétrons da
Gltima camada que confere alta reatividade a esses atomos ou moléculas. Essas
moléculas ficam “soltas”, o que acaba levando a entrar em nossas células, causando a

oxidacdo da mesma. Essas lesGes podem levar ao envelhecimento precoce e até mesmo
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a varias doengas como cardiopatias, aterosclerose, diabetes e até mesmo cancer.

Em termos de producgdo global, a China é o maior produtor de tomate. O
pais é responsavel por cerca de 25 % de todo tomate produzido no mundo. Segundo
dados da FAO (2013) em 2011 o pais produziu 48.576,853 milhGes de toneladas,
seguido por india e Estados Unidos com producio, respectivamente, de 16.826,000 e
12.624,700 milhdes de toneladas (Tabela 1). O Brasil atualmente ocupa a 8° posi¢édo no
ranking de paises produtores, com producdo de 4.416,650 milhdes de toneladas (FAO,
2013).

Tabela 1 — Maiores produtores mundiais de tomate em 2011

Paises produtores Producédo (milhdes de toneladas)
China 48.576,853
India 16.826,000
Estados Unidos 12.624,700
Turquia 11.003,400
Egito 8.105,260
Iran 6.824,300
Italia 5.950,220
Brasil 4.416,650

Fonte: FAO (2013)

De acordo com Carvalho e Pagliuca (2007) o Brasil quase duplicou sua
producdo nos ultimos 20 anos, enquanto que na Europa e nos Estados Unidos o
crescimento médio foi de 30 % e 45 %, respectivamente. Os autores apontam a difusao
de técnicas de irrigacdo, o uso intensivo de insumos e a introducdo de hibridos mais
produtivos e com menores perdas na pos-colheita como alguns dos principais fatores
que contribuiram para o aumento da produtividade do tomate nacional. Quando se trata
do tomate destinado a indUstria, percebe-se que 0s ganhos atuais em produtividade estdo
relacionados a concentracdo dos plantios no cerrado brasileiro com destaque para 0s
estados de Goias e Minas Gerais. Em relacdo aos indices produtivos nacionais, em 2012
a tomaticultura ocupou uma éarea de 64.880 hectares, uma producdo de 4.091,825
toneladas e rendimento de 63.068 kg/ha (IBGE, 2012).

Nos aspectos botanico e morfolégico, o tomateiro pertence a familia
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Solanécea, é uma planta perene de porte arbustivo, sendo cultivada anualmente podendo
desenvolver-se de forma rasteira, semi-ereta ou ereta, possui inflorescéncia do tipo
racemosa composta por flores hermafroditas, sistema radicular pivotante e sementes
pequenas (2 a 3 mm) com forma oval e com coloragéo creme-acinzentada e coberta por
tricomas (ALVARENGA, 2004; PUIATTI et al., 2010). Muitas dessas caracteristicas
foram resultados da domesticacdo e selecdo de cultivares especializadas em alta
producéo de frutos. No processo de domesticacdo essa planta tornou-se mais produtiva
perdendo, no entanto, a capacidade de competir por elementos vitais a sua sobrevivéncia
(&gua, luz e nutrientes) passando a depender, desta forma, da intervencdo do homem
para o controle de plantas invasoras e fitoparasitas, assim como para o fornecimento de
agua e nutrientes.

O tomateiro, assim como a maioria das plantas cultivadas, faz associagédo
com fungos micorrizicos arbusculares (FMA). Essa associacdo pode representar uma
estratégia de sobrevivéncia em solos pobres em nutrientes, principalmente com baixa
disponibilidade de fésforo, fenémeno comum nos solos de regides tropicais. O sucesso
desta estratégia € devido ao maior volume de solo explorado pelas hifas dos FMA, que
interceptam e translocam para as plantas nutrientes e agua, e em troca recebem
compostos de carbono formados no processo fotossintético.

S&o inlmeras as pesquisas que envolvem a interacdo entre o tomateiro e 0s
FMA no aspecto de protecdo da planta, porém, os resultados ainda sdo controversos.
Nessa linha de pesquisa, observamos a aplicacdo de diferentes espécies de FMA,
contudo, os fungos do género Glomus destacam-se nas pesquisas devido a frequéncias
que estes sdo usados nos experimentos, principalmente as espécies de G. mosseae, G.
clarum, G. etunicatum e G. intraradices (SONG et al., 2010; ALEJO et al., 2010;
COFCEWICZ et al., 2001).

2.2 Fungos micorrizicos arbusculares (FMA)

Existe na natureza inimeras formas de simbiose entre organismos de
diferentes espécies que datam de centenas de milhdes de anos e que co-evoluiram
formando uma relacdo perfeita de compatibilidade estrutural e fisiolégica. Dentre as

associagdes de maior sucesso existentes na natureza, podemos destacar as associacoes
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entre plantas superiores e alguns fungos rizosféricos, relacdo que recebeu o nome de
micorriza (do grego, mico = fungo, e riza = raizes) pelo fisiologista de plantas alemao
Albert Bernad Frank em 1885.

De acordo com Moreira e Siqueira (2006) a primeira classificacdo em grupos
distintos foi realizada por Frank, o qual separou as micorrizas em dois grupos bastante
distintos, os fungos micorrizicos ectotroficas e os fungos micorrizicos endotroficos,
termos ndo mais empregados. A tendéncia atual é a categorizacdo dos fungos
micorrizicos em sete tipos: arbusculares, ectomicorrizas, ectoendomicorrizas,
arbutdides, monotropoides, ericdides e orquiddides. Dentre esses tipos, destacam-se 0s
fungos micorrizicos arbusculares (FMA). Esses sdo classificados como Glomeromycota
e colonizam as raizes de quase todos o0s géneros das Gimnospermas e Angiospermas.

A principal caracteristica dos FMA ¢é a colonizacgdo das células do cortex
radicular da planta hospedeira inter e intracelularmente, apresentando também a
formacgéo de estruturas intracelulares altamente ramificadas denominadas arbusculos e,
em alguns grupos taxondmicos, as vesiculas, que sdo estruturas globosas, ricas em
lipidios e que aparentemente possuem funcdo de reserva (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006). Segundo Silva Junior e Cardoso (2006) os arbusculos sdo estruturas fangicas
altamente dicotémicas formadas no interior das células das raizes que representam o
sitio de trocas entre o enddfito e a planta. Esses autores ainda citam que as hifas extra-
radiculares dos FMA funcionam como extensfes do sistema radicular, aumentando a
area de exploracéo do solo e absorvendo agua e nutrientes para as plantas.

Os FMA sdo biotroficos obrigatorios, ou seja, sdo incapazes de completar
seu ciclo de vida na auséncia de uma célula hospedeira viva. A aparente desvantagem
deste fato, no entanto, pode ser compensada pela auséncia de especificidade existente
entre 0os FMA e os hospedeiros, podendo uma determinada espécie fangica colonizar
diferentes espécies de plantas. Segundo Song et al. (2010), os micélios dos
fungos micorrizicos podem se estender das raizes de uma planta para outra, desta
maneira, formando redes que interligam diferentes plantas de diferentes espécies
componentes de um determinado ecossistema.

E importante ressaltar que a capacidade de colonizacdo pode variar entre
plantas hospedeiras mesmo quando estas se desenvolvem em um mesmo solo. Também
¢ importante estar ciente de que em experimentos que visam analisar o grau de

colonizagdo dos FMA, a resposta pode variar com o solo, incluindo diferencas na
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fertilidade (principalmente a disponibilidade de fésforo), perturbagdes no solo, tipo de
planta hospedeira e sua arquitetura, temperatura e disponibilidade de dgua (ABBOTT et
al. 1995).

A maior absor¢do de fosforo, sem davida, € o fenbmeno mais importante
para a planta na relacdo simbiotréfica com o fungo, em contrapartida, o fungo recebe o
carbono que foi fixado pela planta no processo fotossintético. De acordo com
Cavalcante et al. (2009) o fungo pode receber até mais de 10 % dos fotossintatos
produzidos pela planta hospedeira. Além do maior suprimento de P para a planta
hospedeira, varios trabalhos demonstram as vantagens dessa associa¢do na natureza.
Mendes Filho (2004), ao realizar estudos para avaliar o potencial de reabilitacdo do solo
degradado pela atividade de mineracdo, verificou que plantas com inoculagdo
micorrizica e que receberam adubacédo orgéanica apresentaram melhor desenvolvimento
quando comparadas as plantas ndo micorrizadas, concluindo que a selecdo preferencial
de plantas duplamente colonizadas (micotrdficas e noduliferas) para revegetacdo, € uma
pratica eficiente e menos onerosa.

Silva et al. (2006) avaliaram a influéncia de 14 isolados de FMA no
crescimento e na capacidade da Brachiaria decumbens Stapf. em extrair Cd, Zn, Pb e
Cd de solos contaminados. Os autores verificaram a reducdo nos teores de metais na
parte aérea da planta, causada pela micorriza que ameniza a toxidez dos metais. Outro
fato discutido pelos autores foi a capacidade de alguns isolados (Acaulospora spinosa,
A. morrowiae-UFLA e Gigaspora gigantea) serem capazes de aumentar a extracdo
simultanea de Zn, Cd, Cu e Pb do solo pela B. decumbens, considerando que esses
isolados sdo os mais promissores para fitoextracdo de metais pesados em solo
contaminado.

Sampaio et al. (2012), ao estudarem a severidade causada pelo mal-do-
Panama (fusariose) em bananeiras cv. Maca, observaram que a utilizacdo de
biofertilizantes e a associacdo simbidtica micorrizica arbuscular contribuiram para um
menor indice de severidade da fusariose nas bananeiras. Souza et al. (2010) analisaram
o efeito da interacdo entre diferentes espécies de FMA e o Meloidogyne incognita
(fitonematoide causador de galhas nas raizes dos vegetais) em mudas de tomateiro e
verificaram a reducdo da infectividade do nematoide no sistema radicular das plantas e,
sugeriram que os FMA podem ser utilizados como agentes de biocontrole em

tomateiros.
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Experimento realizado avaliando o efeito da salinidade sobre 0 FMA e a
nodulacdo rizobiana em sabid (Mimosa caesalpiniaefolia Benth.) mostrou que a
salinidade reduziu a colonizacdo micorrizica e a nodulagdo radicular nas mudas.
Contudo, a intensificacdo das condicdes de estresse salino aumentou a dependéncia
micorrizica das mudas e, ainda, a colonizagdo com os FMA proporcionou 0 aumento na
producdo de matéria seca dos nédulos radiculares da ordem de 1900% (TAVARES et
al., 2012), comprovando o efeito sinergistico da interacdo planta-micorriza-rizébio.
Além dos estresses de natureza bi6ticos (pragas e doencas) e salinos, outras fontes de
estresses como 0s de natureza nutricionais, hidricas e térmicas sdo mais tolerados por
plantas micorrizadas (COLOZZI FILHO; NOGUEIRA, 2007).

Outro aspecto de grande relevancia é o papel dos FMA na qualidade fisica
do solo. De acordo com Moreira e Siqueira (2006) as hifas desempenham funcGes
importantes na agregacao e estabilidade dos agregados por meio do envolvimento das
particulas do solo. Dentro e em volta dos agregados as hifas formam uma rede biologica
que entrelaca e mantém juntas as particulas do solo, além de produzir substéncias
cimentantes, que sdo glicoproteinas denominadas coletivamente de glomalinas. A
excrecdo dessas substancias € muito importante para estabilizacdo dos agregados em
solos com altos teores de areia, contribuindo para diminuir a suscetibilidade desses
solos a erosdo, a qual se agrava quando estes sdo submetidos a manejos intensivos e
inadequados (CORDEIRO et al., 2005). Essas substancias ndo sé contribuem para a
estabilidade dos agregados, como também aumentam o estoque de carbono no solo
estimulando a microbiota edafica.

Existem ainda atividades de sinaliza¢bes (comunicacdo) pouco conhecidas
que podem ser atribuidos aos fungos micorrizicos, sinalizacdes essas que podem ser
emitidas de planta para planta por meio do micélio do microssimbionte. No entanto,
esses estudos ainda ndo sdo conclusivos, o que demonstra ser uma vasta area do

conhecimento (a micorrizologia) que merece mais atencdo e estudos.
2.3 Comunicacao entre plantas: papel dos FMA
A interacdo entre 0s vegetais dentro de uma comunidade natural durante

muito tempo era simplificada por uma competicdo existente por adgua, nutrientes e luz.

No entanto, nos ultimos anos nenhum assunto em relagdo a ecologia vegetal tem
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inspirado tantas discussdes quanto a comunicagdo entre plantas. A idéia é simplesmente
que as plantas, apesar de imdveis, podem agir de forma a aumentar seus niveis de defesa,
respondendo a estimulos de plantas vizinhas que estdo sendo atacadas por herbivoros ou
patégenos (AGRAWAL, 2000).

De acordo com Song. et al. (2010), as plantas estdo expostas ao ataque de
uma grande variedade de agentes patogénicos e parasiticos. Em resposta, elas tém
desenvolvido sistemas  eficazesde  defesa  contraestes  agentescom  base
em uma combinagao de defesas constitutivas, bem como as
defesas induzidas expressas apenas depois de um sinal inicial de que invasores estao
presentes. Segundo Agrawal (2000), as primeiras manifestacdes de comunicacdo entre
plantas foram desconsideradas por ecologistas por causa de deficiéncias metodoldgicas e
devido a falta de realismo nos projetos experimentais.

Mesmo nos dias atuais, 0s mecanismos que controlam a comunicacao entre
plantas ainda sdo pouco conhecidos. Isso se deve a falta de metodologias para o estudo
desse fendmeno, bem como o conhecimento ainda incipiente a respeito do
comportamento dos organismos em resposta as interagdes com outros organismos. Essas
interacdes ocorrem no solo, por meio das interagdes com a biota edafica, bem como
sobre a superficie do solo através do envio de substancias volateis produzidos pela copa
das arvores e que podem funcionar com sinais de alerta para outras plantas.

Mesmo escassas, as informacdes que temos sobre a comunicacdo entre
plantas limitam-se aos estudos de compostos volateis produzidos pelos vegetais quando
atacadas por insetos herbivoros. Para Frost et al. (2008) muitas plantas respondem
a herbivoria de insetos através da liberacdo de compostos volateis que misturados ao ar
servem como uma forma indireta de defesa para as plantas, pois podem atrair 0s inimigos
naturais dos insetos herbivoros, assim como as substancias podem repelir outros
herbivoros. Os autores ainda explicam que a importancia ecoldgica dos compostos
volateis produzidos por inducdo devido aos ataques as plantas, podem
também desempenhar um papel na sinalizacdo entre plantas. Varios estudos relataram o
inicio de respostas da defesa das plantas apds a exposi¢do a esses compostos liberados
por plantas vizinhas atacadas.

Karban et al. (2006) realizaram experimento que demonstrou que plantas de
Artemisia tridentata Nutt. que sofreram danos (cortes nas folhas) induziam a uma maior

resisténcia as plantas de tabaco nativo ao ataque de herbivoros, quando comparadas as
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plantas de tabaco que estavam localizadas proximas a A. tridentata ndo danificadas. Ja
Dolch e Tscharntke (2000) verificaram em seu experimento que ao desfolharem arvores
por meio de cortes artificiais, as arvores mais proximas a estas sofreram menos
desfolhacdo causada pela herbivoria natural quando comparadas aquelas arvores que se
situavam a uma maior distancia. Dessa forma, podemos inferir que esses compostos tém
uma &rea de atuacdo que diminui seu efeito sinalizador a medida que se aumenta a
distancia em relacdo as plantas emissoras do sinal. Em contrapartida, Frost et al. (2008)
apontam que ainda ndo esta claro por que essas limitacdes de distancia existem. Tais
limitacOes ndo podem ser explicadas somente pela distancia, uma vez que
parasitoides respondem aos compostos volateis de sinalizacdo ao longo de
distancias muito maiores. Assim, sugere-se que, as limitacdes relacionadas a distancia
entre as plantas pode ser reflexo da capacidade fisiologica das plantas para perceber esses
sinais ou mesmo para responder a eles.

Agrawal (2000) sugeriu que os sinais de comunicagdo entre plantas podem
ser transportados pelo ar ou por habitantes do solo. Em ambos, existe uma grande
variedade de compostos quimicos envolvidos, sendo que transportado pelo ar destacam-
se 0 jasmonato, os terpenoides volateis e os polifenois (KARBAN et al., 2006;
ARIMURA et al., 2000). No solo, com destaque para a rizosfera, Moreira e Siqueira
(2006) apontam substancias tais como acido benzdico, hidroquinonas, acido fenilacetico,
benzoquinonas e flavondides como substancias que servem de comunicagdo entre raizes
de espécies vegetais vizinhas, entre raizes e insetos e raizes e microrganismos.

Nas relagdes simbidticas envolvendo microrganismos diazotroficos com as
raizes de vegetais superiores, a sinalizacdo existente entre 0s parceiros é bem
documentada, como ocorre com as bactérias fixadoras de nitrogénio em leguminosas.
Alguns autores mais recentemente, tentam elucidar a contribuicdo dos fungos
micorrizicos arbusculares no transporte de compostos sinalizadores entre plantas, uma
vez que os FMA séo capazes de formar uma rede micelial subterranea que conecta as
plantas e sdo capazes de translocar carbono, nutrientes e agua entre plantas vizinhas
(SIMARD; DURALL et al., 2004).

Song et al. (2010) realizaram um experimento com tomateiro
(Lycopersicon esculentum Mill) onde existiam plantas doadoras de sinais e plantas
receptoras de sinais em associacdo e ndo associadas a Glomus mosseae, uma espécie de

FMA comum no solo. Os resultados mostraram que as plantas que estavam associadas
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ao FMA obtiveram maior resisténcia a Alternaria solani, uma espécie flngica
fitopatogénica, verificada pela medi¢do da atividade de enzimas relacionadas a defesa
das plantas. Os tratamentos com plantas micorrizadas apresentaram maior atividade
enzimatica e menor indice de severidade a doenca, quando comparadas aquelas plantas
que ndo receberam micorriza.

Tavares (2011) elaborou um sistema de vaso duplo conectado em que se
estabeleceram dois compartimentos isolados por uma tela com abertura que s6 permitia
a passagem de micélio de FMA. O Unico contato entre as plantas do vaso foi através das
hifas externas do fungo. O autor realizou teste de escolha a resposta com Phytoseiulus
persimilis (acaro predador) a duas fontes simultaneas de odores de plantas com ou sem
acaros herbivoros (Tetranychus urticae), micorrizadas ou ndo. Os resultados mostraram
que as plantas micorrizadas, quando atacadas por &caros herbivoros, foram mais
atrativas para os acaros predadores.

Os resultados obtidos por esses autores podem ajudar a comprovar que 0S
beneficios dos fungos micorrizicos arbusculares vdo além da melhoria do estado
nutricional das plantas. Esses fungos podem ser capazes de formar uma rede subterranea
de troca de informagdes entre 0s vegetais, contribuindo para o aumento da resisténcia
aos danos causados por doencas, fitoparasitas e insetos, sejam eles da parte aérea
(acaros, afideos, lepidopteros, coledpteros etc.) ou parasitas do sistema radicular como

0s nematoides causadores de galhas.

2.4 Nematoides causadores de galhas

O Brasil é sempre apontado como uns dos principais produtores de
alimentos do mundo e as grandes produtividades devem-se principalmente as condicGes
edafoclimaticas favoraveis para a maioria das culturas de interesse econdmico. No
entanto, existem varios fatores que afetam de maneira negativa a producdo agricola
brasileira e, dentre elas, podemos destacar os problemas fitossanitarios. Um sério
problema sanitario e que causa prejuizos em praticamente todas as culturas é provocado
por nematoides parasitas de plantas.

Os nematoides sdo organismos pertencentes ao reino Animalia que vivem

em inameros ecossistemas. De acordo com Agrios (2005) existem varias espécies de
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nematdides de vida livre ou sedentaria que habitam a &gua doce, &gua do mar, bem
como o solo. Estes podem alimentar-se de microrganismos, plantas e animais. Inumeras
espécies de nematoides atacam e parasitam humanos e animais causando dessa forma,
vérias doencas. Outra grande variedade de espécies vivem e alimentam-se de vegetais,
podendo parasitar diferentes érgdos tais como folhas, caules e raizes.

Ferraz (2001) ressalta que os nematoides parasitas de raizes, além de danos
diretos que causam as plantas devido a reducdo do crescimento, podem torna-las
totalmente improdutivas, ja que tais organismos muitas vezes interagem com outros
patdégenos do solo (bactérias e fungos), facilitando-lhes a entrada no sistema radicular
parasitado. O mesmo autor destaca que esses nematoides pertencem a diferentes
géneros, tais como Meloigogyne, Heterodera, Pratylenchulus e Rotylenchulus.

Os nematoides do género Meloidogyne spp. sdo conhecidos como o0s
nematoides causadores de galhas nas raizes das plantas parasitadas. As galhas formadas
no sistema radicular devem-se a um processo de rediferenciacdo das células das raizes
induzida pelo nematoide que implica na formacdo de células de alimentacéo
multinucleadas chamadas de células gigantes. A formacédo das células multinucleadas
deve-se a dissolucédo das paredes celulares e posterior fusdo dos conteudos celulares. A
formacdo das células gigantes é resultante de divisGes celulares nucleares repetidas. As
células do cortex, o periciclo e o parénquima vascular aumentam de tamanho e se
dividem formando as galhas (ARIAS et al., 2009). A hipertrofia celular no cilindro
central e hiperplasia no periciclo das raizes € provocada pela secrecdo esofagiana
produzida pelo nematoide e inserida atraves dos estiletes durante a sua alimentacao
(LORDELLO, 1984). A presenca do estilete na cavidade bucal € uma das principais
caracteristicas dos nematdides fitoparasitas, tendo a funcdo de perfurar as células das
plantas para extrair alimento (FERRAZ, 2001).

O ciclo de vida do Meloidogyne spp. envolve o estadio de ovo, quatro
estadios juvenis e um adulto, com a formacéo de fémeas ou machos. Das quatro ecdises
sofridas, a primeira ocorre no interior dos ovos, do estadio juvenil 1 (J1) para o juvenil
do segundo estadio (J2). Do ovo eclode a forma infectiva J2, o qual é vermiforme e
mdvel, passando a migrar no solo a procura de raizes de um hospedeiro favoravel. Essa
forma é chamada de pré-parasita ou infestante. Ao penetrar nas raizes das plantas
hospedeiras 0 J2 migra até o cilindro central onde induz a formacdo de um sitio de

alimentacdo conhecido como célula gigante (MOURA, 1996). De acordo com Agrios
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(2005) durante a fase de alimentacdo na célula nutridora a forma J2 sofre mais duas
ecdises, passando para J3 e J4, sendo este o ultimo estadio juvenil. A forma J4 entdo
sofre a Ultima ecdise dando origem a forma adulta, que pode ser fémea e permanecendo
assim na raiz, ou macho que, quando formados, migram para o solo.

Quanto a biologia da fémea adulta, segundo Lordello (1984), sdo de
coloracgdo esbranquigada, brilhantes, com forma globosa, providas de um pescogo e com
tamanho que varia de menos de 0,5 mm a mais de 2 mm. No aspecto reprodutivo, as
fémeas produzem em média de 400 a 500 ovos, no entanto, existe registro de fémeas
que produziram mais de 2000 ovos. Os ovos sdo depositados no interior de uma
substancia gelatinosa formando a massa de ovos. O material gelatinoso protetor que
forma a massa de ovos é uma substancia resultante da atividade secretora de glandulas
retais que flui atraves do anus durante o periodo de oviposicdo, sendo clara ao ser
depositada e escurecendo gradativamente no exterior até tornar-se de coloragdo pardo-
escura (LORDELLO, 1984; ARIAS et al., 2009). Os machos sdo tipicamente
cilindricos, alongados e com extremidades mais afiladas. O sistema reprodutor é
constituido basicamente de testiculos, vaso deferente e canal ejaculador, que se abre
ventralmente no reto, formando cloaca. Como 6rgéos de cépula tém-se as espiculas, a
bolsa-de-copula e as papilas genitais (FERRAZ; MONTEIRO, 1995). Apesar da
existéncia de estruturas sexuais nos machos, a reproducdo do M. incognita ocorre de
maneira assexuada por partenogénese (AGRIQOS, 2005).

Os ovos dos fitonematoides sdo geralmente semelhantes, independente das
dimensdes dos adultos. Ferraz e Monteiro (1995) informam que pesquisadores
reconhecem na casca do ovo do nematoide trés camadas produzidas pelo proprio ovo. A
camada mais externa é muito fina (30 nm em ovos de Meloidogyne) e ndo é possivel de
ser observada ao microscépio Gptico. Sob esta camada encontra-se a camada quitinosa
e, abaixo desta, encontra-se uma camada lipidica, que certos autores denominam de
vitela, a qual atribui a notavel resisténcia as condi¢cdes ambientais desfavoraveis. Todas
as camadas constituintes do ovo apresentam proteinas em sua composicao.

Por estarem presentes em grandes areas de atividades agricolas, parasitando
grande nimero de espécies de importancia econdmica, e até mesmo plantas daninhas, o0s
fitonematoides sdo facilmente dispersados no ambiente. Atribui-se ao transito de
maquinas agricolas como o meio mais comum de disseminacdo desses parasitas, ja que

essas maquinas circulam dentro e fora da propriedade agricola, realizando trabalhos
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desde o preparo do solo até a colheita. No entanto, existem outros métodos de
disseminacdo como elementos de propagacdo, além de substratos contaminados, agua
de irrigacéo e ferramentas (AGRIOS, 1988).

Os métodos de controle de nematoides sdo os mais variados possiveis
(métodos quimicos, fisicos, bioldgicos e culturais) e variam desde o uso de nematicidas
de alto custo até o simples manejo da lamina de agua da irrigacédo e a rotacdo de cultura.
De acordo com Campos et al. (1998), o controle quimico (nematicidas) se faz pelo o
uso de moléculas quimicas de amplo espectro de agdo, alto poder residual e toxico ao
ecossistema, interferindo sobre os microrganismos edaficos. Essa toxidez causa prejuizo
ao desenvolvimento de organismos benéficos ao crescimento das plantas, como as
micorrizas (LORDELLO, 1984).

Agrios (2005) explana que o uso de plantas transgénicas € um meio
promissor para diminuir os prejuizos causados por nematoides, uma vez que, estas
plantas sdo capazes de produzir certos inibidores de proteases que agiriam prejudicando
0 metabolismo dos fitonematoides. A rotacdo de cultura € um dos melhores e mais
utilizadas formas de controle dos nematoides, pois, € um método de baixo custo e ndo
oferece risco de toxidez a0 homem e ao ambiente, além de melhorar as condicbes
fisicas, quimicas e biologicas do solo, tornando-o mais produtivo (SILVA et al., 2004).
A solarizacao € outro método de obtencéo de solo livre de nematoides das galhas. Essa
técnica promove a erradicacdo deste fitoparasita pelo aumento da temperatura do solo
catalisado por sacos plasticos, o que torna o método economicamente viavel para
producdo de mudas de frutiferas, hortalicas, e espécies medicinais ou ornamentais
(SANTOS et al., 2006).

No controle biolégico, podemos destacar resultados experimentais obtidos
pelo uso de enddsporos de Pasteuria penetrans (bactéria parasita obrigatdria de alguns
fitonematoides), ou preparos contendo fungos como Trichoderma harzianum e
Dactylella oviparasitica, este ultimo é reconhecido por parasitar ovos de Meloidogyne.
Existe ainda alguns tratamentos experimentais que visam a protecdo das plantas pelo
uso de fungos micorrizicos arbuscular (esporos de Gigaspora e Glomus), que pode ser
usado no transplantio ou mesmo aplicando os esporos diretamente ao solo (AGRIOS,
2005).
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2.5 Nematoide das galhas e a cultura do tomate

A cultura do tomate sofre com o atacado de inimeros patégenos que causam
0s mais variados tipos de doencas. Cerca de duzentas doencas e distdrbios fisioldégicos
ja foram relatados afetando a cultura do tomate em todo mundo e, embora raros, mais de
cinco dessas doencas ou distlrbios podem aparecer ao mesmo tempo na planta e sua
ocorréncia pode resultar em grandes danos e prejuizos a cultura. Em algumas regides do
pais a tomaticultura é limitada em determinadas épocas de cultivo devido a falta de
controle eficaz ou pelo elevado custo de producdo com a aplicacdo de defensivos
agricolas (LOPES; AVILA, 2005).

Entre os patdgenos de importancia econdmica para a cultura, os nematoides
destacam-se por acarretar serias limitacbes a producdo a tomaticultura. Charchar e
Lopes (2005) apontam como principais nematoides causadores de danos ao tomateiro 0s
endoparasitas migradores (Pratylenchus e Radopholus), os ectoparasitas (Belonolaimus,
Helicotylenchus,  Hemicycliophora,  Longidorus,  Ditylenchus,  Trichodorus,
Tylenchorhyncus e Xiphinema) e endoparasitas sedentarios (Heterodera e
Meloidogyne). De acordo com Souza et al. (2010) em quase todas as regides do mundo,
a meloidoginose (doenca causada por nematoides do género Meloidogyne spp.) € um
dos problemas fitossanitarios mais prejudiciais. Os nematoides do género Meloidogyne
spp. sdo o0s mais importantes fitonematoides da cultura do tomate. Essa planta é
susceptivel a diversas espécies desse género, tais como: M. arenaria, M. hapla, M.
javanica e M. incognita (racas 1 a 4), sendo as duas ultimas especies, os fitoparasitas
mais comuns em areas agricultaveis (SANTOS et al., 2006).

Os percentuais anuais de perda na producdo de tomate devido os danos
causa pelo Meloidogyne spp. € de dificil estimativa, esses dados muitas vezes nao sao
contabilizados pelos produtores ou por Orgdos governamentais. Charcha e Aragao
(2005) em suas pesquisas relatam que, mundialmente, as perdas causadas pelos
nematoides das galhas podem variar entre 30 a 80 % na producdo do fruto. Os mesmos
revelam que em estufa plastica, o fitonematoide pode causa perdas entre 14 a 44 % em
tomate e, perda de até 100 % na cultura do pepino. Essas perdas produtivas estdo
relacionadas principalmente devido a formacdo de galhas no sistema radicular das

plantas parasitadas. Cofcewicz et al. (2001) destacam que a formacdo das galhas, como
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resultante da infeccdo pelo nematoide, provoca uma interrupcdo e desorganizagdo das
estruturas celulares do sistema radicular. Essa interrupcdo impede a absorgdo de
nutrientes do solo, provocando deficiéncia mineral e perdas de produtividade de ordem
de 25 a 85 % (RESENDE; COSTA, 2000), dependendo da cultura.

Tomateiros atacadas por nematoides caracterizam-se pela presenca de
galhas e massa de ovos no sistema radicular e pelo baixo vigor e pouco
desenvolvimento da parte aérea. Os sistemas radiculares parasitados por esses
fitoparasitas sdo menos eficientes na absorcao de agua e nutrientes da solucdo do solo e,
por esse motivo, podemos perceber outros sintomas que podem indicar a presenca do
nematoide nas raizes das plantas tais como crescimento reduzido, sintomas de
deficiéncias minerais, murcha durante os horarios mais quentes do dia com recuperagdo
a noite (EMBRAPA, 2013). Além das deficiéncias nutricionais, o desequilibrio
hormonal é um dos fatores que contribui para a inibi¢cdo do crescimento e brotagdo no
tomateiro. Isto ocorre devido a interferéncia na producéo e translocagédo de substancias
provenientes das raizes como a giberelinas, citoquininas e também substancias que
regulam a fotossintese (ARIAS et al., 2009).

De modo geral, o tomateiro € susceptivel aos nematoides do género
Meloidogyne spp., entretanto, o grau de susceptibilidade varia de acordo com a cultivar
da planta, espécie de nematoide, época do cultivo e o manejo cultural. Charchar e
Aragao (2005) estudaram a reproducdo do Meloidogyne spp. em 10 cultivares de
tomateiro em dois ambientes, em estufa e em campo. Os autores verificaram variacGes
significativas de respostas de acordo com a cultivar e com o ambiente. As cultivares
apresentaram um fator de reproducdo (FR) que variaram entre 6,0 e 60,7 em ambiente
protegido (estufa) e, valores entre 7,7 e 137,7 em campo, mostrando assim, as diferentes
respostas a interacdo nematoide-tomateiro e nematoide-tomateiro-ambiente.

Tomateiros resistentes ao Meloidogyne spp. s@o encontrados originalmente
na forma silvestre (Lycopersicon peruvianum L.). Obteve-se hibridos bem sucedidos
oriundos do cruzamento entre L. peruvianum L. e o tomate comercial (L. sculentum
Mill) (SMITH, 1944 apud ARIAS, 2009). O gene que determina a resisténcia do
tomateiro ao nematoide das galhas ¢ denominado de “Mi” e esta localizado no
cromossomo 6 (TAYLOR, 1975). De acordo com Sorribas et al. (2005), tomateiros que
apresentam o gene “Mi” podem suprimir o desenvolvimento e reproducdo dos

nematoides das galhas e, no mercado existe cultivares comerciais de tomateiros que
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expressam esse gene. Porém, essas cultivares ndo sdo usadas extensivamente devido a
baixa demanda do mercado que, provavelmente, ndo aprecia as caracteristicas
especificas e qualidade dos frutos das cultivares resistentes (SORRIBAS et al. 2005).
Jablonska et al. (2007) revela outra desvantagem das cultivares resistentes
devido a presenga do gene “Mi”. De acordo com os autores, esse gene ¢ inativado em
temperaturas acima dos 28 °C. Entdo podemos explanar que, cultivares consideradas
resistentes ao Meloidogyne spp. em determinadas regiGes, poderiam mostrasse
susceptiveis, por exemplo, na regido Nordeste do Brasil onde as temperaturas
facilmente ultrapassam 28 °C. Desta forma, técnicas que visam o controle destes
fitonematoides ainda devem ser continuamente melhoradas de modo que possamos
encontrar maneiras mais eficiente, de baixo custo e que ndo causam toxidez ao homem e

outros organismos benéficos ao ecossistema.

2.6 Interacgdo planta-nematoide-micorriza

A atuacdo dos fungos micorrizicos arbusculares na protecdo de plantas
contra os fitonematoides tem demonstrado resultados bastante diversificado nos
trabalhos de pesquisas. Maia et al. (2005) discorreram que o efeito protetor da simbiose
micorrizica contra patdgenos do sistema radicular tem-se mostrado satisfatorio contra
fungos fitopatogénicos, porém, a interacdo micorriza-planta-nematoide apresentam
resultados contraditorios em relacdo as respostas obtidas por essa interacao.

Apesar da variabilidade dos resultados encontrados nas pesquisas, de
maneira geral, o efeito benéfico da micorrizacdo é relatado com maior frequéncia nos
experimentos. Anjos et al. (2005) estudaram o efeito da inoculacdo do fungo
micorrizico Scutellospora heterogama em relacdo aos sintomas e reproducdo de
Meloidogyne incognita raca 1 em maracujazeiro doce (Passiflora alata) e verificaram
que o fungo estimulou o crescimento das mudas e contribuiu para a reducdo da
severidade dos sintomas e reproducéo do nematoide.

Em experimento realizado por Sousa et al. (2010) usando trés espécies de
FMA, mostrou a variabilidade de resposta ao testar a interacdo planta-nematoide-
micorriza, em duas espécies pertencentes aos géneros Glomus (G. clarum e G. albida) e
uma espécie do género Acaulospora (A. scrobiculata). Os autores verificaram que

Glomus clarum e G. albida foram capazes de reduzir o namero de galhas e a massa de
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ovos do nematoide, porém o fungo Acaulospora scrobiculata ndo apresentou resultado
que diferisse estatisticamente daqueles obtidos por plantas ndo micorrizadas (controle).
J& Hussey e Roncadori (1982) apresentaram resultados evidenciando um aumento no
namero de ovos de nematoide em plantas de amendoim (Arachis hipogae L.) inoculadas
com G. etunicatum oito vezes maior quando comparado a plantas n&o inoculadas.

Alguns autores verificaram o efeito da supressdo na reproducdo dos
nematoides causadores de galhas devido a presenca do fungo micorrizico apenas
quando a colonizacdo do FMA no cértex radicular da planta hospedeira foi superior a
54% (SALEH; SIKORA, 1984). No entanto, Sousa et al. (2010) mostraram que mesmo
com um grau de colonizacdo de 77,6 % apresentado pela inoculacdo com o FMA
Acaulospora scrobiculata, ndo foi capaz de suprimir a reproducdo de M. incognita em
tomateiro cv. Santa Clara. Esses e outros trabalhos encontrados na literatura nacional e
internacional demonstram que a interacdo planta-nematoide-micorriza pode apresentar
uma grande variabilidade de respostas.

Hussey e Roncadori (1982) agruparam de maneira clara e simplificada
(Tabela 2) os possiveis efeitos da interacdo planta-nematoide-micorriza encontrados em
trés categorias: neutros, quando nenhuma alteracdo no FMA, hospedeiro ou nematoide €
evidente; positivos, se 0 FMA compensa 0s danos causados a planta pelo patégeno e o
desenvolvimento e reproducdo dos nematoides sdo suprimidos; negativos, quando a
esporulacdo do FMA, o desenvolvimento e/ou a producdo da planta sdo suprimidos e a

reproducdo do nematdide é aumentada.

Tabela 2 — Possiveis efeitos resultantes da interacdo planta-nematoide-micorriza
(HUSSEY; RONCADORI, 1982).

Interacéo Componentes Efeitos sobre os componentes
Colonizacao radicular e producédo de esporos nao
Fungo
alterados.
Estimulo micorrizico do crescimento e/ou
producdo vegetal ndo alterado; supressdao do
Neutra Planta ) 3 _

crescimento ou producdo do crescimento vegetal
ndo compensados pelo FMA.

) Atracdo e penetracdo nas raizes e/ou

Nematoide

desenvolvimento e reproducdo ndo alterados.
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Fungo

Positiva Planta

Nematoide

Aumento da colonizagéo radicular e produgéo de
esporos.

Supressao do crescimento e/ou producdo vegetal
pelo nematoide compensado pela interacdo
planta-FMA.

Atracdo e penetracdo nas raizes e/ou

desenvolvimento e reproducéo suprimidos.

Fungo

Negativa Planta

Nematoide

Colonizacdo radicular e/ou produgéo de esporos
suprimidas.

Crescimento e/ou producéo vegetal respondem
negativamente a supressao sofrida pelo FMA
causado pelo nematoide.

Aumento da atracdo e penetracdo nas raizes e/ou

desenvolvimento e reproducéo.

Quando influenciada negativamente pela micorrizacdo, a resposta do

nematoide pode ser representada por: reducdo do numero e tamanho das galhas,

diminuicdo do numero de ovos e larvas, inibicdo da penetracdo e desenvolvimento das

larvas, aumento da mortalidade de larvas infectivas, reducdo no tamanho e nimero de

células gigantes e prejuizo na reproducdo. (MAIA et al. 2005).

A complexidade da interacdo entre os trés organismos refleti-se nas

respostas obtidas nos experimentos e, conforme podemos verifica na literatura, as

respostas variam em relacdo a espécie de planta, espécie de nematoide, espécie de

micorriza, grau de colonizagdo micorrizica e concentra¢do do indculo do nematoide e

do FMA. Desse modo, devemos salientar que o estudo do trindmio (planta-nametoide-

micorriza) ainda é carente de estudos mais conclusivos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de instalacdo do experimento

O estudo foi realizado no periodo de setembro de 2012 a janeiro de 2013 em
casa de vegetacdo do Departamento de Ciéncias do Solo da Universidade Federal do
Ceard — UFC, localizada no municipio de Fortaleza, Ceara. O clima é do tipo Aw’, de
acordo com a classificacdo de Koppen, e situa-se nas seguintes coordenadas
geograficas: latitude 3° 44°S e longitude 38° 33> W. Durante o periodo experimental, a

média das temperaturas em casa de vegetacao foi de 31,5 + 5,5 °C.

3.2 Definicéo da Variedade do Tomateiro

A planta utilizada no experimento foi o tomateiro cv. Santa Clara
(Lycopersicon esculentum Mill.). Essa cultivar possui crescimento indeterminado, altura
em torno de 0,6 m e frutos com tegumento vermelho e forma globular (ISLA, 2012). A
escolha dessa espécie vegetal para este estudo justifica-se pela sua alta susceptibilidade
aos nematoides das galhas e por essa espécie vegetal associar-se a varias espécies de

fungos micorrizicos arbusculares.

3.3 Preparo do indculo de Meloidogyne incognita

O in6culo inicial (ovos e juvenis do segundo estadio de Meloidogyne
incognita raca 2) foi fornecido pelo Laboratorio de Fitopatologia do Departamento de
Fitotecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Ceard. A
populacdo de M. incognita foi multiplicada em tomateiros cv. Santa Clara plantados em
vasos contendo 5 kg de areia comercial autoclavado e mantidos em casa de vegetacdo.
Depois de 45 dias apos a inoculacdo (DAI), os tomateiros foram retirados dos vasos e o
sistema radicular com galhas desenvolvidas foi separado da parte aérea e depois lavado
em agua corrente.

As raizes foram seccionadas em pedacos de aproximadamente 1 cm de
comprimento e trituradas em solucdo de hipoclorito de sodio (NaOCl a 0,5%) em
liquidificador em alta rotagcdo durante 15 segundos (COOLEN; D’HERDE, 1972). A
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suspensdo foi homogeneizada e passada em um conjunto formado por 2 peneiras
sobrepostas (20 e 400 mesh). O material retido na peneira de 400 mesh foi transferido
para tubos de centrifuga juntamente com caolim e centrifugado durante 5 minutos a uma
rotacdo de 1.750 rpm. ApOs essa etapa, descartou-se o sobrenadante permanecendo o
material de interesse no fundo dos tubos ao qual se adicionou uma solucdo de sacarose a
45%. Os tubos foram novamente para centrifuga e submetidos durante 1 minuto a uma
rotacdo de 1.750 rpm. Posteriormente, o liquido sobrenadante foi passado pela peneira
de 400 mesh, eliminando toda a sacarose com &gua corrente. O material retido na
peneira (ovos e formas juvenis de M. incognita) foram devidamente recolhido em
becker e calibrado em cAmara de Peters com auxilio de um microscopio estereoscopico

para a posterior inoculacdo nas plantas do experimento.

3.4 Inoculacdo do Meloidogyne incognita nos tomateiros

Para a inoculacdo dos tomateiros, 3 orificios de aproximadamente 1 cm de
didmetro foram feitos no solo ao redor da muda de tomateiro (10 dias apds a
emergéncia) com distancia de aproximadamente 2 cm do colo da mesma. Em cada
orificio, adicionaram-se aliquotas de 5 ml com a suspensdo (contendo ovos de M.
incognita raca 2) aferida em pipeta de 10 ml de forma que cada planta recebesse um

total de 4.000 ovos do nematdide.

3.5 Preparo do indculo e inoculacdo da micorriza nos tomateiros

Os esporos de fungos micorrizicos arbusculares foram fornecidos pelo
Laboratorio de Microbiologia do Solo do Departamento de Ciéncia do Solo da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (Esalq — USP). Para verificar a viabilidade
dos esporos, foram preparadas placas de Petri com uma fina camada de areia estéril e
papel de filtro estéril umedecido, segundo a metodologia de Brundrett e Juniper (1995).
A avaliacdo da germinacdo dos esporos ocorreu diariamente sob microscopio

estereoscopico (Figura 1).



34

Figura 1 - Preparo do material para o teste de germinagéo de esporos de FMA

Fonte: Autor

O in6culo de FMA foi composto por uma mistura de quatro espécies de
micorrizas e a densidade de esporos foi determinada apds a extracdo via peneiramento
Umido (GERDEMANN; NICHOLSON, 1963) em camara de contagem com auxilio do
microscépio esteroscopico. Os esporos foram adicionados nos vasos duplos conectados
(VDC) apenas nos tratamentos com micorriza (plantas emissoras com micorriza [EM+]
e plantas receptoras com micorriza [RM+]) no momento do transplantio dos tomateiros
da sementeira para os vasos. Cada planta recebeu 8 ml com suspensao de esporos, sendo
2 ml de cada espécie de FMA totalizando 361 esporos (Tabela 2).

Tabela 2 — Espécies de FMA e nimero de esporos que constituiram o indculo

Espécie de FMA  Numero de esporos*

Glomus etunicatum 231
Glomus clarum 89
Glomus intraradices 16
Gigaspora rosea 25
Total 361

* Meédia de cinco repeticfes do nimero de esporos
encontrados em cada 2 ml de suspenséo



35

3.6 Vasos duplos conectados (VDC)

A configuragdo do sistema em vasos duplos conectados (VDC) foi
idealizada por Tavares (2011) e é formado por duas tubula¢bes de PVC tipo T de 100
mm de diametro, interligadas por um tubo de PVC (100 mm de &) com 10 cm de
comprimento. Nas extremidades do tubo com 10 cm de comprimento colocou-se uma
tela de nylon de 38 um de abertura, com intuito de permitir a passagem apenas das hifas
de FMA, conforme mostra a Figura 2. Orificios de irrigacdo de 0,5 cm de didmetro

foram perfurados na parte superior da conex&@o horizontal.

Figura 2 - lustracdo do vaso duplo conectado e seus respectivos componentes

Cirifirio de prigagin
o Malha fina (33 pm " Tubo conector de 10
gl;uk};;lal.gnaajglrnj de did ) (0,5 e de didmetra) T ——
\ (PWiZ 100 poen)
| — R— ‘
: T

Wago com a planta Wago com a planta

efnissora receptora \

Conexdo dcelial entre a

planita emizsora e receptora Cap (PYC 100rr)

Fonte: Modificado de Tavares, 2011.

Todo o sistema foi preenchido com 5 kg de areia comercial e autoclavada.
Para permitir a saida do excesso de agua e evitar a passagem da areia na parte inferior
do vaso duplo conectado, foi posicionado um cap de PVC de 100 mm de diametro

perfurado na extremidade inferior da tubulacéo tipo T.
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3.7 Tratamentos e conducéo do experimento

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado (DIC),
composto por 4 tratamentos e 5 repeticdes, totalizando 20 parcelas. Cada parcela
constituiu-se por um sistema inicial de vaso duplo conectado (VDC), contendo uma
planta em cada lado do vaso (Figura 3), onde uma das plantas foi denominada de
emissora (E) e a outra receptora (R). Os quatro tratamentos foram oriundos da
combinagdo entre o0s vasos com plantas emissoras com e sem micorriza,
respectivamente (EM+ e EM-), conectados a vasos com plantas receptoras com e sem
micorriza (RM+ e RM-), de acordo com 0 esquema abaixo.

Elf+—» (EM+EM+) Tratamento T1

/

Eni+

/

End- — (EL+EN-) Tratamento T2
EX+ —» (EM-EII+) Tratamento T3

N

EM-

/

EXI- —» (EM-EII-) Tratamento T4

O experimento teve inicio com o transplantio das mudas de tomateiros cv.
Santa Clara com 12 dias de idade (dias ap0s a emergéncia) da sementeira para 0S vasos
duplos conectados. No momento do transplantio, adicionou-se o indculo de FMA
apenas nos tratamentos determinados para conter plantas com micorrizas (plantas
emissoras com micorriza (EM+) (T1 e T2) e plantas receptoras com micorriza (RM+)
(T3)). Apds a adicdo dos esporos, aguardou-se um periodo de 30 dias, estabelecido com
intuito de que ocorresse 0 contato e o estabelecimento do FMA no sistema radicular das
plantas dos dois lados dos vasos duplos conectados. O estabelecimento deste periodo
teve como referéncia estudos realizados por Tavares (2011) com vasos duplos
conectados. O autor adicionou inéculo de FMA em um dos lados do vaso e,
periodicamente, fez analises no sistema radicular da planta localizada no lado oposto
(lado do vaso que ndo recebeu indculo). Foi verificado pelo autor que a taxa de
colonizacdo micorrizica do compartimento oposto ao que recebeu a inoculacédo

aumentou linearmente com aumento dos dias ap6s a emergéncia das sementes, sendo
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que, aos 25 dias, essa taxa foi de 22,5 % em feijdo (Phaseolus vulgaris L.).

Apds o periodo de estabelecimento do FMA, iniciou-se a fase | (fase de pré-
condicionamento) do experimento com a introdugdo do in6culo de nematoide (4.000
ovos e juvenis do segundo estadio de M. incognita raca 2) apenas nos lados dos vasos
contendo as plantas emissoras com e sem micorriza (EM+ e EM-), tendo estas,
permanecido em contato com o0s nematoides durante 45 dias. Apds esse periodo,
procedeu-se a separacdo dos vasos duplos conectados. As plantas emissoras foram entdo
coletadas para analise (85 dias ap6s a emergéncia), permanecendo em casa de vegetacao
apenas as plantas receptoras para que se desse inicio a fase Il do experimento.

A fase Il teve inicio apds a separacdo dos vasos e adi¢cdo do indculo do
nematoide (4.000 ovos e juvenis do segundo estadio de M. incognita raca 2) nas plantas
receptoras, permanecendo por mais 45 dias em (Figura 3). Apés esse periodo as plantas
receptoras foram retiradas dos vasos e avaliadas (130 dias ap0s a emergéncia). O
resumo dos tratamentos pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 3 — Tratamentos aplicados as parcelas do experimento.

Tratamentos

Plantas Emissoras

Plantas Receptoras

Receberam micorriza no momento do

transplantio do tomateiro e ap6s 30

Receberam micorriza no momento do

transplantio do tomateiro e apés a

Trat. 1 DAT?! receberam 4.000 ovos de M. separacdo dos vasos receberam 4.000
(EM+RM+) incognita, permanecendo em contato ovos de M. incognita, permanecendo
com estes durante 45 dias. em contato com estes durante 45 dias.
Receberam micorriza no momento do N&o receberam micorriza e apds a
transplantio do tomateiro e ap6s 30 separacdo dos vasos receberam 4.000
Trat. 2 DAT receberam 4.000 de ovos M. ovos de M. incognita, permanecendo
(EM+RM-) incognita, permanecendo em contato em contato com estes durante 45 dias.
com estes durante 45 dias.
N&o receberam micorriza e ap6s 30 Receberam micorriza no momento do
DAT receberam 4.000 ovos de M. transplantio do tomateiro e apds a
Trat. 3 incognita, permanecendo em contato separacdo dos vasos receberam 4.000
(EM-RM+) com estes durante 45 dias. ovos de M. incognita, permanecendo

em contato com estes durante 45 dias.
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N&o receberam micorriza e apdés 30 N&o receberam micorriza e apds a
Trat. 4 DAT receberam 4.000 ovos de M. separacdo dos vasos receberam 4.000
(EM-RM-) incognita, permanecendo em contato ovos de M. incognita, permanecendo

com estes durante 45 dias. em contato com estes durante 45 dias.

1 — Dias ap6s o transplantio

A irrigacdo do experimento foi realizada duas vezes ao dia, de modo que 0s
vasos sempre permanecessem com umidade proxima a capacidade de campo. Os
nutrientes foram fornecidos semanalmente (50 ml) usando-se solugcdo de Hoagland e
Arnon (1950), a 100% da forca i6nica e completa para os tratamentos sem micorriza e,

nos tratamentos com micorriza, adicionou-se a solugdo com auséncia de fosforo.
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Figura 3 — (A) Transplantio das mudas de tomateiros para os VDC; (B) Experimento durante a
fase | com plantas emissoras e receptoras nos VDC; (C) Separa¢do dos VDC, dando inicio a

fase Il; (D) Experimento durante a fase Il, apenas as plantas receptoras dispostas em casa de

vegetacao.

Fonte: Autor
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3.8 Parametros avaliados

As avaliagOes foram realizadas no final da fase I, usando-se as plantas
emissoras, e no final da fase Il, usando-se as plantas receptoras. Avaliaram-se 0s

seguintes 0s parametros:

3.8.1 Altura da parte aérea (ALT)

Para verificar o parametro de crescimento das parcelas, no momento da

coleta mediu-se a altura das plantas, do nivel do solo até o &pice da mesma.

3.8.2 Massa da matéria fresca da parte aérea (MFPA) e da raiz (MFR)

Apos a coleta das parcelas, separou-se a parte aérea do sistema radicular de
cada planta sendo, posteriormente, ambas pesadas em balanca analitica para a obtencao

da massa da matéria fresca.

3.8.3 Massa da matéria seca da parte aérea (MSPA)

A parte aérea das plantas foi colocada em estufa com circulacéo forcada de
ar para secagem a temperatura de 65° C durante aproximadamente 5 dias, até
permanecerem com massa constante. Ap0s a obtencdo da massa da matéria seca em

balanca analitica, as amostras foram moidas para determinacéo dos teores de nutrientes.

3.8.4 Determinacao dos teores de nitrogénio, fésforo e potassio da parte aérea da

planta

A determinacdo de nitrogénio, fosforo e potassio foram realizados de acordo
com os métodos descritos por Malavolta et al. (1997). Obteve-se o contetdo de
nitrogénio pelo método de Kjeldahl, onde o material vegetal seco foi mantido em tubos
de digestdo com 2 ml de &cido sulfdrico concentrado mais a mistura catalizadora e
submetido a uma temperatura de 350 °C para que ocorresse a mineralizacdo do

nitrogénio. Posteriormente, procedeu-se a destilacdo na presenca de hidréxido de sddio
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(NaOH a 30 %) e fenolfetaleina a 3 % sendo a fase liquida recolhida em erlenmeyer
contendo 5 ml de &cido bdrico (0,02 N) e titulada com acido sulfurico (H2SO4 a 0,02 N).
A digestdo nitroperclérica foi utilizada como solucdo extratora do fosforo e
do potéassio, onde o material vegetal seco foi digerido em tubos contendo 6 ml de uma
mistura de &cido nitrico (HNO3) e acido perclorico (HCIO,4) na proporgdo 2:1 (v/v) e
aquecido gradativamente até a temperatura de 250 °C. ApGs o extrato atingir a
temperatura ambiente foi filtrado e recolhido em baldo volumétrico e adicionado agua
destilada até que completasse o volume de 50 ml. A determinacdo do potéssio deu-se
pela leitura direta do extrato no espectrofotometro de chama enquanto que a leitura do
fosforo foi obtida por espectrofotometria, por meio da intensidade da cor do complexo
fosfomolibdico produzido pela reducdo do molibdénio com o acido ascorbico.

3.8.5 Quantificacdo do numero de galhas e presenca de massa de ovos do nematoide

no sistema radicular do tomateiro

A quantificacdo do numero de galhas nas raizes e a massa de ovos foi
determinada por contagem direta no sistema radicular sob microscépio estereoscépico.
ApOs essa etapa, as raizes foram pesadas novamente e fracionadas em duas porcdes de
igual massa. Uma porcéo foi utilizada para a determinagdo da colonizagdo micorrizica

arbuscular e a outra foi usada para a determinagdo do nimero de ovos de M. incognita.

3.8.6 Colonizacao Micorrizica Arbuscular

A porcdo do sistema radicular destinada a avaliacdo da colonizacédo
micorrizica foi coletada e armazenada em alcool a 70 % e mantida sob refrigeracdo até
0 momento da avaliacdo. Para a obtencdo do percentual de colonizacdo micorrizica nas
raizes, realizou-se o clareamento do cértex radicular pelo aquecimento (70 °C) em
banho-maria em solucdo de KOH a 10% até que ocorresse a eliminacdo do tanino das
raizes, segundo a metodologia descrita por Phillips e Hayman (1970). Em seguida,
conforme Vierheilig et al. (1998), foi realizada a acidificacdo das raizes com acido
acetico a 5 %, corando-as, posteriormente, com tinta de caneta azul a 5 %. As raizes
coradas foram preservadas em frascos de vidros contendo uma solugdo de lactoglicerol

e mantidas sob refrigeracdo até o momento da confecgdo das laminas para observagao
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em microscopio 6tico de campo claro. Para a montagem das laminas, 10 fragmentos de
raizes coradas de 1 cm de comprimento foram colocados em cada lamina, adicionando-
se uma gota de lactoglicerol sobre os fragmentos de raizes e, posteriormente, cobrindo
com uma laminula para a observacdo em microscépio. A quantificacdo da colonizacao
radicular deu-se pela observacdo também em microscopio Optico de campo claro da
presenca de estruturas fungicas tipicas de FMA na regido do cortex radicular dos
fragmentos corados, tendo a estimativa do percentual de colonizagéo sido realizada de
acordo com Giovanetti e Mosse (1980).

3.8.7 NUmero de ovos de M. incognita e fator de reproducdo do nematoide

A determinacdo do nimero de ovos foi realizada apos a extragcdo dos ovos
das raizes conforme o método de Coolen e D’Herde, 1972, mencionado anteriormente.
A quantificagdo do nimero de ovos foi realizada pela contagem em cdmara de Peters
com auxilio de um microscopio estereoscopico. O fator de reproducéo foi obtido pela
razdo entre a populacéo final (nGmero de ovos) em raizes de cada planta e a populacéo
inicial (nimero de ovos) empregada por ocasido da inoculacdo em cada planta (4.000

0VO0s).

FR = Pf/Pi

Onde: FR — Fator de reproducdo do nematoide
Pf — Populacéo final do nematoide

Pi — Populacéo inicial do nematoide

3.9 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F com
auxilio do programa computacional ASSISTART versédo 7.6 beta (SILVA; AZEVEDO,
2002) e as médias dos tratamentos comparados pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de

probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na fase | as analises foram realizadas apenas nas plantas emissoras (EM+ e
EM-), ou seja, a Unica fonte de variacdo era a presenca ou auséncia de micorriza nas
plantas. Portanto, a estatistica foi aplicada comparando-se as médias entre dois
tratamentos, respectivamente planta emissora com micorriza (EM+) e planta emissora
sem micorriza (EM-) submetida ao parasitismo por M. incognita raga 2.

As analises realizadas nessa fase justificam-se pelas respostas que podem
ser obtidas em relacdo a apenas a interagdo planta-micorriza-nematoide que ocorreu do
momento da implantacdo do experimento até final da fase | (85 dias), além de possiveis
comparagdes com resultados obtidos na fase 11 (fase final do experimento aos 130 dias).

4.1 Fase | (pré-condicionamento) - Plantas emissoras

4.1.1 Resultados do crescimento das plantas

Os resultados da altura das plantas emissoras mostram diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos, sendo que as plantas emissoras sem micorrizas (EM-)
obtiveram um crescimento superior as plantas emissoras com micorrizas (EM+),

conforme observado na Figura 4.

Figura 4 — Altura das plantas emissoras submetido ao teste de comparacao

de médias pelo teste de Tukey (p < 0,05)
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O tratamento EM- apresentou plantas com altura média de 90,7 cm, ou seja,
24,7 % maior que as plantas do tratamento EM+ (68,3 cm). Assim como a altura, a
massa da matéria seca da parte aérea (MSPA) das plantas aponta que o maior
crescimento ocorreu no tratamento com plantas emissoras sem micorriza (EM-) (Figura
5). Os dados revelam uma diferenga significativa (p < 0,05) entre os valores
encontrados nos tratamentos com micorriza (EM+) e sem micorriza (EM-),

respectivamente 7,17 g e 12,47g.

Figura 5 — Massa da matéria fresca da parte aérea (MFPA) e da raiz (MFR) e massa da
matéria seca da parte aérea (MSPA) das plantas emissoras submetidos ao teste de
comparacdo de médias. Médias seguidas por letras iguais em colunas de mesma cor ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Diferente da altura e da MSPA das plantas emissoras, 0s valores da massa
da matéria fresca, tanto da parte aérea da planta (MFPA) quanto do sistema radicular
(MFR), ndo apresentam diferenca estatistica significativa (p < 0,05) entre os
tratamentos. Para os valores de MFR obteveram-se resultados proximos entre 0s
tratamentos, para EM+ = 18,39 g e EM- = 18,32 g (Figura 5). No entanto, em relacdo a
massa fresca da parte aérea (MFPA), mesmo existindo uma diferenca de 21,62 g entre a
maior média (67,28 g) e a menor média (45,66 g), respectivamente, plantas emissoras
sem micorriza (EM-) e com micorriza (EM+), essas médias foram consideradas nao
significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05) devido ao alto coeficiente de variacdo que,
para este parametro, foi de 41,83 %. Nesse caso € importante salientar que 0s

parametros relativos a massa da matéria fresca sdo, em alguns casos, de baixa
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confiabilidade j& que estes valores variam de acordo com a umidade no vaso no
momento da coleta das plantas, com a umidade atmosférica e na propria planta no
momento da pesagem.

Os teores de nitrogénio, fosforo e potassio da parte aérea das plantas
encontram-se coerentes com o0s valores observados por outros autores que estudaram
tomateiro (ANDERSEN et al., 1999, FAYAD et al., 2002). Esses valores, entretanto,
ndo mostraram diferenca estatistica significativa (p < 0,05) entre as plantas emissoras
com micorriza (EM+) e sem micorriza (EM-), conforme mostra a Figura 6.

Figura 6 — Teores de nitrogénio, fosforo e potassio da parte aérea das plantas emissoras
submetidos ao teste de comparacdo de médias. Médias seguidas por letras iguais em
colunas de mesma cor ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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O potassio foi o nutriente encontrado em maior abundancia na parte aérea
da planta, seguido pelo nitrogénio. Esses resultados sdo coerentes com resultados
observados por Fayad et al. (2002) em seu estudo sobre absorcdo de nutrientes em
tomateiro cv. Santa Clara. Apesar do parasitismo provocado pelo nematoide no sistema
radicular, o teor de nitrogénio encontra-se acima de 20,8 g/kg que, de acordo com
Andersen et al. (1999) em tomateiros, valores inferiores a este, caracteriza a deficiéncia
de N.

O teor de fosforo encontra-se acima do nivel critico (EM+ = 4,51 g/kg e
EM- = 4,65 g/kg) estabelecido para o tomateiro, que é de 2,5 g/kg (LORENZ; TYLER,
1983). Percebe-se na avaliacdo desse parametro que apesar da solucdo nutritiva (solucéo

de Hoagland e Arnon) aplicada nas plantas emissoras com micorrizas (EM+) néo conter
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fosforo, esse tratamento apresentou plantas com teores de P muito proximos aquelas que
receberam a solugdo nutritiva completa (Figura 6). Esse resultado corrobora com
inimeros trabalhos que mostram a eficiéncia dos FMA em fornecer fosforo para a
planta hospedeira mesmo em solos muito pobres em relacdo a esse nutriente
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Por meio da analise estatistica dos resultados do crescimento das plantas
emissoras, principalmente em relacdo a altura e massa da matéria seca, podemos afirmar
que as plantas emissoras com micorriza (EM+) foram mais afetadas pelo nematoide no
sistema radicular em comparacéo as plantas emissoras sem micorrizas (EM-). Os danos
causados nas raizes devido a presenca do Meloidogyne incognita foram refletidos na
parte aérea da planta devido a diminuicdo da absorcdo de agua e de nutrientes, como
também no transporte de substancias hormonais, o que influencia diretamente o
crescimento, a brotacdo e a producdo de matéria seca (COFCEWICZ et al. 2001;
ARIAS et al., 2009).

Esse fendmeno foi bem evidenciado nas combinagdes que envolviam
plantas micorrizadas, provavelmente em razdo de maior favorecimento da planta ao M.
incognita (avaliada posteriormente pela presenca de maior nimero de galhas, de massa
de ovos e de numero de ovos por planta). De fato, as plantas emissoras inoculadas com
micorriza (EM+) apresentaram maior suscetibilidade ao nematoide (Tabela 4), o que

refletiu nas varidveis respostas de crescimento da planta.

4.1.2 Avaliacéo da colonizacdo micorrizica

Em relacdo a avaliacdo do grau de colonizacdo radicular dos fungos
micorrizicos arbusculares, foram preparadas laminas contendo fragmentos de raizes, e
observados conforme Giovanetti e Mosse (1980), tanto nos tratamentos com plantas
emissoras com micorrizas (EM+) quanto nos sem micorrizas (EM-). Os resultados
obtidos mostraram que o tratamento EM+ apresentou um grau de colonizacdo de 27,3
%, enquanto que no tratamento EM- ndo ocorreu a presenca de nenhuma estrutura
fangica, comprovando dessa forma que ndo houve contaminacdo das parcelas
experimentais.

O baixo indice de colonizacdo apresentado pelas plantas emissoras com

micorriza (EM+) pode ter sido influenciado pela presenca do M. incognita parasitando o
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sistema radicular dos tomateiros. Apesar do presente experimento ndo contar com
parcelas contendo apenas tomateiro inoculado com micorriza (sem a presenca do
nematoide), podemos verificar nos trabalhos de Cofcewicz et al. (2001) e Diedhiou et
al. (2003) que o grau de colonizagdo micorrizica em tomateiros é maior nos tratamentos
em que 0s nematoides estdo ausentes. Alguns autores explanam sobre a influéncia da
presenca de fitonematoides sobre a reducdo da colonizacdo radicular e até mesmo na
producdo de esporos de FMA (SCHENCK et al. 1975). E importante salientar que o
efeito antagbnico que os nematoides causam sobre 0 FMA ndo se deve a um contato
direto entre esses organismos mas, indiretamente devido a interrupgéo e desorganizacao
que os fitonematoides causam no sistema radicular das plantas parasitadas. Cofcewicz
et al. (2001) atribuiram o baixo percentual de colonizacdo micorrizica arbuscular de
plantas de tomate a presenca de M. javanica. Segundo esses autores, 0 nematoide age
interferindo no fluxo de nutrientes entre os simbiontes, diminuindo dessa forma o
desenvolvimento do fungo.

Entretanto, baixos indices de colonizacdo ndo se correlacionam,
necessariamente a eficiéncia dos fungos micorrizicos arbusculares na relacéo
simbiotréfica (MEDEIROS et al. 1994; SOUSA et al. 2010). Saleh e Sikora (1984),
porém, verificaram que o fungo micorrizico Glomus fasciculatum induziu efeito de
supressdo na reproducdo do M. incognita em algodoeiro (Gossypium spp.) apenas
quando a colonizacgdo radicular foi superior a 54 %. Ja Sousa et al. (2010) mostraram
gue mesmo com um grau de colonizacdo de 77,6 % apresentado pela inocula¢do com o
FMA Acaulospora scrobiculata, este ndo foi capaz de reduzir a reproducdo de M.
incognita em tomateiro cv. Santa Clara. A relacdo entre a colonizacdo do cortex
radicular da planta hospedeira pelo FMA e eficiéncia do fungo continua sendo uma
relacdo controversa na micorrizologia.

Apesar de uma colonizacdo inferior a 30 % apresentado nas plantas
emissoras com micorrizas (EM+), essa colonizacdo foi eficiente no fornecimento de
fosforo para a planta, pois mesmo recebendo solucao nutritiva com auséncia P durante o
experimento, ndo diferiram estatisticamente das plantas que receberam P na solucdo
nutritiva.

Em relacdo ao aspecto de protecdo das plantas, os resultados revelaram que
as plantas emissoras com micorriza (EM+) tornaram-se mais vulneraveis ao ataque do

nematoide (Figura 4, Figura 5 e Tabela 4) quando comparadas as plantas emissoras sem
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micorriza (EM-). E provavel que as plantas inoculadas com micorrizas tenham se
tornado mais atrativas ao M. incognita devido a maior producgéo de exsudatos na regido
rizosférica (COFCEWICZ et al. 2001), que sdo capazes de atrair e estimular a
reproducdo dos componentes da biota do solo, dentre elas, os nematoides. Esses
fitoparasitas possuem um sensivel sistema de sensores que 0s tornam capazes de
selecionar ativamente as plantas necessarias para sua alimentacdo e reproducédo
(ZINOVEVA et al., 2004), nesse caso, as plantas micorrizadas mostraram-se mais

propicias ao desenvolvimento dos nematoides.

4.1.3 Avaliagéo do parasitismo do nematoide no sistema radicular do tomateiro

Os resultados obtidos pela avaliagdo do parasitismo do M. incognita no
sistema radicular do tomateiro apresentaram diferenca estatistica significativa (p < 0,05)
para todos os parametros avaliados. Esses parametros revelaram que os nematoides
apresentaram maior infectividade nas plantas emissoras inoculadas com micorriza

(EM+), conforme mostra a Tabela 4.

Tabela 4 — Resultado do nimero de galhas, de massa de ovos, de nimero de

ovos e fator de reproducdo do nematoide no sistema radicular das plantas

emissoras.
N° de Massa de Ne° de
Tratamentos FR*
galhas/planta  ovos/planta ovos/planta
EM+ 806,5 a 547,1a 39.62545a 9,91a
EM- 494,4 b 384,9 b 20.82580b  7,45Db
CV (%) 20,69 24.60 28,01 28,01
DMS** 126,39 107,65 9.136,48 2,28

*Fator de reproducdo do nematoide. **Diferenca minima significativa. Médias
seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (p > 0,05).

As plantas emissoras sem micorrizas (EM-) apresentaram menor nimero de
galhas e de massa de ovos por planta que as plantas do tratamento EM+. Nestas Gltimas

observam-se valores médios de 806,5 galhas/planta e 547,1 massas de ovos/planta
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contra valores de 494,4 galhas/planta e 384,9 massas de ovos/planta para 0s mesmos
parametros nas plantas emissoras sem micorriza (EM-), ou seja, uma reducéo de 38,7 %
para numero de galhas e de 29,6 % para a massa de ovos nas plantas ndo micorrizadas.
O mesmo ocorreu com 0 nimero de ovos de nematoide por planta e, consequentemente,
com o fator de reproducdo (FR). O tratamento com plantas emissoras com micorriza
(EM+) apresentou 39.625,45 ovos de nematoide/planta e FR igual a 9,91, enquanto que
no tratamento sem micorriza (EM-) obtiveram-se 29.825,80 ovos de nematoide/planta e
FR de 7,45. Observou-se uma diferenca de 24,8 % para esses parametros, revelando que
houve uma maior reproducdo do M. incognita nas plantas emissoras com micorrizas
(EM+).

Cofcewicz et al. (2001) encontraram resultados semelhantes ao estudarem a
interacdo entre M. javanica e duas espécies de FMA (Glomus etunicatum e Gigaspora
margarita). Esses autores verificaram uma maior quantidade de galhas e nimero de
massa de ovos em tomateiros com micorrizas, independente da espécie fungica
analisada, em relacdo as plantas de tomate ndo micorrizadas. Hussey e Roncadori
(1982) apresentaram resultados evidenciando um aumento no namero de ovos de
nematoide em plantas de amendoim (Arachis hipogae L.) inoculadas com G. etunicatum
oito vezes maior quando comparado a plantas ndo inoculadas. Sousa et al. (2010)
destacaram em seu trabalho as diferencas entre a interacdo de trés espécies de FMA com
M. incognita em tomateiro cv. Santa Clara. Os autores explanam que Glomus clarum e
G. albida foram capazes de reduzir o nimero de galhas e a massa de ovos do nematoide,
poréem com o fungo Acaulospora scrobiculata ndo houve diferenca estatistica
significativa quando comparado com plantas sem micorriza (controle).

Segundo Cofcewicz et al. (2001) esse aumento na infectividade dos
nematoides em plantas colonizadas pode ser atribuida a vérias razbes. Raizes
micorrizadas podem atrair um maior nimero de juvenis infectivos comparados as raizes
ndo micorrizadas pela maior liberacdo de substancias na rizosfera (exsudatos). Os
mesmos autores ainda apontam que outra razao para esse fato é que plantas com sistema
radicular mais desenvolvido podem atrair mais nematoides devido a maior oportunidade
para a penetracao dos fitoparasitas (maior sitio de infec¢éo).

Os parametros de avaliacdo da atividade do M. incognita refletiram
diretamente nos parametros de crescimento da planta. Essa atividade pode ser

considerada o fator principal que causou a diferenca entre os tratamentos com plantas
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emissoras com micorriza (EM+) e sem micorriza (EM-) com relacéo a altura e a massa
da matéria seca da parte aérea, onde o tratamento EM- apresentou os melhores
resultados. De fato, é possivel encontrar um vasto nimero de estudos que mostram 0s
efeitos negativos relacionados a presenca de nematoides do género Meloidogyne spp.
em tomateiros. Corroborando com Charchar e Lopes (2005), tomateiros infectados por
esses nematoides apresentam porte reduzido, folhas pequenas e amareladas, e intensa
murcha nas horas mais quentes do dia em consequéncia da abundante formacédo de
galhas na raiz da planta, o que prejudica a absorcdo de agua e nutrientes do solo. Quanto
maior a infectividade do nematoide ao sistema radicular maiores os danos causados a
planta e, em casos de uma grande populacdo de fitonematoides as plantas podem até
tornarem-se estéreis, com total auséncia de flores (FERRAZ, 2001).

4.2 Fase Il - Plantas receptoras

A fase Il do experimento contou com o teste de comparacdo de medias em
quatro tratamentos oriundos da interacdo das fontes de variacdo: plantas emissoras com
micorriza e sem micorriza (respectivamente, EM+ e EM-) interagindo com plantas
receptoras com e sem micorriza (respectivamente, RM+ e RM-), conforme esquema
apresentado no item 3.7.

As andlises realizadas nessa fase apresentaram respostas geradas pela
interacdo planta-micorriza-nematoide submetida a um pré-condicionamento em contato
com plantas micorrizadas, ou ndo, sob ataque do M. incognita (fase final do

experimento aos 130 dias).

4.2.1 Resultados do crescimento das plantas

Observa-se nos valores de altura das plantas receptoras uma diferenca
significativa entre os tratamentos, onde as plantas com maiores valores de altura da
parte aérea encontram-se nos tratamentos T1 (EM+RM+) e T2 (EM+RM-),
respectivamente com médias de 145,4 cm e 146,4 cm, enquanto que as menores médias

plantas foram verificadas no tratamento T4 (EM-RM-), conforme a Figura 7.
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Figura 7 — Altura das plantas receptoras submetido ao teste de comparacdo de médias
(Tukey, p <0,05).

145.4 1454
a

160 a
140 1 102,56
120 1 ab
100 - ’ﬁf
20 1
S
410
20 1
1} T
T1 T2 T3 T4

(EMAENLIH) (EMAEDI-) (EM-FENI+) (EM-EM-)
Tratamentos

Altura (cmj

Diferente da fase I, os tratamentos com micorriza apresentaram os maiores
valores de altura da parte aérea, principalmente as plantas que, no periodo de pré-
condicionamento, estavam conectadas as plantas emissoras inoculadas com micorriza,
como no caso do T1 (EM+RM+) e T2 (EM+RM-), os quais ndo diferiram entre si no
teste de Tukey (p < 0,05). No tratamento T3 (EM-RM+), onde apenas o lado do vaso
das plantas receptoras continha micorriza, a média da altura (109,6 cm) néao diferiu no
teste de comparacdo de medias entre os tratamentos com maior desempenho, T1
(EM+RM+) e T2 (EM+RM-), e o tratamento com menor desempenho (T4 EM-RM-). O
tratamento T4 (EM-RM-), que apresentou a menor média da altura (78,6 cm), foi
composto por parcelas sem micorrizas, tanto nas plantas emissoras quanto nas
receptoras. Resposta semelhante foi observada na massa da matéria seca da parte aérea
(MSPA), onde os tratamentos T1 (EM+RM+) e T2 (EM+RM-) apresentaram as maiores
médias (54,56 e 49,67 g respectivamente) e ndo diferiam estatisticamente entre si (p <

0,05) para esse parametro.

No entanto, os tratamentos que no periodo de pré-condicionamento (fase I)
encontravam-se nos vasos duplos conectados (VDC) em contato com plantas emissoras
sem micorriza produziram a menor MSPA, como observado nos tratamentos T3 (EM-
RM+) e T4 (EM-RM-), conforme mostra a Figura 8. O tratamento T4 (EM-RM-)
apresentou média de 30,07 g de MSPA enquanto que o tratamento T3 (EM-RM+)
obteve 0 menor desempenho para esse parametro, ou seja, 23,13 g, entre todos o0s

tratamentos.
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Figura 8 — Massa da matéria seca da parte aérea das plantas receptoras submetidos ao
teste de comparacdo de médias. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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A massa fresca da parte aérea (MFPA) e da raiz (MFR) das plantas
receptoras, como ja discutido anteriormente, nem sempre sdo parametros tdo rigorosos
para avaliar crescimento vegeta. A MFR das plantas receptoras ndo diferiu
estatisticamente entre os tratamentos e apresentaram valores proximos (T1 EM+RM+ =
283,76 g, T2 EM+RM- = 312,28 g e T4 EM-RM- = 285,68 @), exceto o tratamento T3
(EM-RM+) com massa igual a 206,24 g e que, apesar de menor que 0s demais
tratamentos, ndo diferiu estatisticamente dos demais pelo teste de Tukey (p < 0,05),
possivelmente em funcdo do alto coeficiente de variacdo (39 %) apresentado para esse
parametro (Figura 9).

Os dados obtidos pela MFPA seguiram o mesmo padrdo observado na
MSPA, onde as maiores medias de massas foram encontradas nos tratamentos T1
(EM+RM+), com 283,76 g, e T2 (EM+RM-), com 262,82 g, ou seja, tratamentos que

possuiam plantas emissoras com micorriza (EM+) na fase de pré-condicionamento.
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Figura 9 — Massa da matéria fresca da parte aérea (MFPA) e da raiz (MFR) das plantas
receptoras. Médias seguidas por letras iguais em colunas de mesma cor ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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As respostas menos satisfatorias foram obtidas novamente no tratamento T3
(EM-RM+), seguido pelo T4 (EM-RM-), respectivamente com valores médios de
massas de 134,18 e 158,46 g. O padrdo de respostas observado ja podia ser esperado
para esse parametro levando-se em consideracdo que a massa da matéria fresca (MFPA)
é resultante da soma da massa da matéria seca (MSPA) e da umidade contida nos
tecidos vegetais que, em media foi de 81,2%.

Assim como na fase I, os teores de nitrogénio e potassio da parte aérea da
planta observados na fase Il encontram-se coerentes com aqueles observados por outros
autores que estudaram tomateiro (ANDERSEN et al., 1999, FAYAD et al., 2002).
Entretanto, os valores encontrados para o fésforo, em alguns tratamentos, mostram-se
abaixo do nivel critico para a planta (Figura 10). O potassio e 0 nitrogénio foram os
nutrientes encontrados em maior abundancia na parte aérea da planta. Apesar da analise
de nutrientes da parte aérea se concentrar apenas nos teores de N, P e K neste trabalho,
estudos referentes a absorcdo e acumulo de nutrientes (macro e micronutrientes)
realizados em tomateiro cv. Santa Clara mostram claramente que o0 K e N sdo 0s

nutrientes que ocorrem em maior teor no tecido vegetal (FAY AD et al., 2002).
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Figura 10 — Teores de nitrogénio, fésforo e potéssio da parte aérea das plantas
receptoras submetidos ao teste de comparacdo de médias. Médias seguidas por letras
iguais em colunas de mesma cor nédo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p <
0,05).
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A presenca do nematoide no sistema radicular ndo interferiu no adequado
suprimento de N para as plantas, pois em todos os tratamentos o teor de nitrogénio
encontrava-se acima de 20,8 g/kg, valor critico para tomateiro (ANDERSEN et al.,
1999). Mesmo com os teores de N e K adequados em todos os tratamentos, 0 menor
suprimento desses elementos foi verificado no tratamento controle (T4 EM-RM-),
respectivamente com médias de 19,9 e 21,8 g/kg (Tukey, p < 0,05).

O tratamento T2 (EM+RM-) apresentou maior média em relacdo aos teores
de fésforo dentre todos os tratamentos (4,39 g/kg). Os tratamentos T1 (EM+RM+) e T4
(EM-RM-) ndo diferiram estatisticamente entre si (Tukey, p < 0,05), no entanto, o
tratamento T4 (2,27 g/kg de P) foi o Unico que apresentou teor de fosforo inferior ao
nivel critico que, segundo Lorenz e Tyler (1983) é de 2,5 g/kg para tomateiro. Sugere-se
que o alto teor de P obtido na parte aérea das plantas do tratamento T2 (EM+RM-) foi
devido a algum possivel efeito da solucdo nutritiva (solucdo de Hoagland e Arnon) em
interacdo com o FMA (Tabela 5) e que sera discutido com mais detalhes na avaliacdo da
colonizacdo micorrizica (item 4.2.2).

A anélise das respostas obtidas pelos parametros de crescimento da planta
(altura, MSPA, MFPA, MFR e teor de nutrientes) mostram a influéncia positiva do

contato prévio da plantas receptoras com as plantas emissoras micorrizadas que,
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possivelmente, estimulou 0 mecanismo de defesa vegetal, permitindo que, ao receberem
0s nematoides na fase |1, as plantas receptoras crescessem melhor mesmo sob ataque do
M. incognita quando comparadas as plantas ndo estimuladas. Por meio desses resultados
podemos sugerir que a presenca do fungo colonizando as plantas emissoras, tratamentos
T1 (EM+RM+) e T2 (EM+RM-), foi mais relevante para o melhor desempenho das
plantas receptoras dos tratamentos citados do que a presenga desses fungos apenas nas
plantas receptoras, como ocorreu no tratamento T3 (EM-RM+), ou a auséncia total do
fungo, como verificado no T4 (EM-RM-).

Os tratamentos T1 (EM+RM+) e T2 (EM+RM-) apresentaram os melhores
desempenhos em praticamente todos os parametros estudados, mesmo recebendo a
mesma quantidade de inéculo do fitonematoide. Por essa razdo, inferimos que esses
tratamentos receberam um estimulo ou sinalizacdo que pode ter sido enviado por meio
de micélios do FMA que colonizavam as raizes das plantas do lado oposto do vaso
(emissoras) e que durante 45 dias estiveram submetidos ao parasitismo do M. incognita.
Ao receberem essa sinalizacédo, as plantas receptoras dos tratamentos T1 (EM+RM+) e
T2 (EM+RM-) responderam ao estimulo da planta vizinha, iniciando o mecanismo de
defesa induzida (sistema de defesa expressa apOs alguma injdria), aumentando
previamente seus niveis de defesa.

De acordo com Song. et al. (2010), as plantas podem responder a um ataque
por meio de combinacdes das defesas constitutivas e induzidas, expressas apenas depois
de um sinal inicial de que invasores estdo presentes. Porém, as plantas podem ser
estimuladas antes mesmo de um ataque direto, isso ocorrendo devido a uma sinalizacao
prévia de plantas vizinhas que estejam sob ataque de insetos ou fitopatdgenos
(AGRAWAL, 2000).

Essa sinalizacdo, por sua vez, pode ser enviada via atmosfera ou via solo, por
meio de microrganismos. Os fungos micorrizicos arbusculares podem atuar efetivamente
no transporte de compostos quimicos de vegetal para vegetal devido a conexdo
promovida pela rede micelial subterranea que conecta o sistema radicular das plantas
vizinhas (SIMARD; DURALL et al., 2004).

Os resultados verificados nos tratamentos T3 (EM-RM+) e T4 (EM-RM-)
podem ter sido provocados pelo efeito direto do parasitismo do M. incognita nas
plantas, sem que estas estivessem previamente preparadas para este tipo de ataque. A

simples presenca de FMA nas plantas receptoras, sem que existisse a presenca do FMA
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nas plantas emissoras, ndo contribuiu para o melhor crescimento do vegetal. Diferente
disso, o tratamento T3 (EM-RM+), onde a presenca do FMA sé ocorreu nas plantas
receptoras, mostrou resultado semelhante as plantas micorrizadas da fase I, ou seja,
menor massa de matéria seca da parte aérea (MSPA) dentre os tratamentos, além de
menor massa fresca da parte aérea da planta (MFPA) e da raiz (MFR). Contudo, a
presenca da micorriza nesse tratamento também contribuiu para um adequado
suprimento de N, P e K, compensando assim a absorcdo deficiente de nutrientes
provocada pela presenca das galhas nas raizes (Figura 10). Anjos et al. (2010) afirmam
que em plantas micorrizadas os danos causados pelo parasitismo podem ser
compensados pelo incremento nutricional recebido pelas plantas devido a presencga de
FMA.

O tratamento T4 (EM-RM-) por sua vez, além de ndo sinalizado pela planta
emissora, fato que conferiu ao tratamento baixos valores de altura, MSPA e MFPA
devido a atividade do nematoide, ainda apresentou 0os menores teores de nutrientes do
experimento. Possivelmente a auséncia da micorriza na plantas receptoras contribuiu
para esse resultado, uma vez que a colonizacdo do FMA poderia ter compensado a
absorcdo inadequada dos nutrientes pelas raizes parasitadas, assim como ocorreu no
tratamento T3 (EM-RM+). A evidencia desse fato é consolidada pelo teor de P abaixo
do nivel critico apresentado, como ja mencionado. Como sabemos, a maior absorcéo de
P pelas plantas hospedeiras é a principal vantagem da associacdo com FMA
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

4.2.2 Avaliacéo da colonizacdo micorrizica

Assim como na fase | do experimento (pré-condicionamento), a avaliacéo
do grau de colonizacgdo radicular por fungos micorrizicos arbusculares foi realizada em
todos os tratamentos, incluindo o controle (T4 EM-RM-), encontrando-se os resultados
na Tabela 5.
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Tabela 5 — Resultado da colonizacdo dos FMA no cortex
radicular das plantas receptoras.

Colonizacdo micorrizica

Tratamentos arbuscular (%)
T ENRVT) 19,0
T2 (EM+RM-) >0
T3 (EM-RM+) 21,0
T4 (EM-RM-) 0.0

O grau de colonizagdo tanto na fase | quanto na fase Il foram baixos, com
um percentual de colonizacdo inferior a 30 % na fase | e inferior a 22 % na fase Il.
Dentre as razdes que podem ter contribuido para esses baixos resultados podemos
sugerir a propria presenca do fitonematoide, disputando sitios de penetracdo e até
mesmo interferindo no fluxo de nutrientes entre os simbiontes (SCHENCK et al. 1975;
COFCEWICZ et al. 2001; CAVALCANTE et al., 2009).

A colonizagdo micorrizica arbuscular na fase 11 foi menor do que a ocorrida
na fase |. E importante aqui ressaltar que, além da presenca do nematoide, a propria
idade das plantas no momento da coleta para analise pode ter influenciado esse grau de
colonizacdo para a fase Il, uma vez que as plantas emissoras foram coletadas na
primeira etapa do experimento (final da fase I) aos 85 dias apos a emergéncia (DAE),
enquanto que as plantas receptoras foram coletadas no final do experimento (final da
fase II), ou seja, com 130 DAE. Assim como o tipo de manejo, a espécie de FMA e do
vegetal, além idade da planta, sdo fatores importantes na determinacdo do grau de
colonizacdo das raizes (AFEK et al. 1990; CORDEIRO et al. 2005; CAVALCANTE et
al., 2009). No entanto, como ja discutido anteriormente, ressalte-se que ndo existe
necessariamente uma correlacdo entre o grau colonizacdo micorrizica na planta
hospedeira e a eficiéncia da simbiose micorrizica (MEDEIROS et al. 1994; SOUSA et
al. 2010).

Os tratamentos T1 (EM+RM+) e T3 (EM-RM+) apresentaram colonizacéao
micorrizica de 19 % e 21 %, respectivamente, resultado da adicdo do indculo de FMA
nos vasos no momento do transplantio das mudas. A auséncia de estruturas de FMA foi
verificada no tratamento controle (T4 EM-RM-), comprovando a ndo existéncia de

contaminacdo cruzada durante a conducdo do experimento.
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O tratamento T2 (EM+RM-) destacou-se nessa andlise devido a presenca de
estruturas de FMA (esporos) no cortex radicular das plantas receptoras, mesmo que
estas ndo tenham recebido indculo do fungo durante o experimento. Esse resultado
reforca a possibilidade de que os esporos de FMA adicionados no lado do vaso
contendo a planta emissora (EM+) foram capazes de germinar e estenderem-se
vegetativamente através das telas de nylon (38 um de abertura) do vaso duplo conectado
(VDC), colonizando assim algumas raizes das plantas receptoras localizadas no lado
oposto do vaso. Tavares (2011) verificou em experimento com VDC, através de
analises periddicas e sequenciais que, ao adicionar indculo de FMA em um dos lados do
vaso, a taxa de colonizagdo micorrizica do compartimento oposto ao que recebeu a
inoculacdo aumentou linearmente com aumento dos dias ap6s a emergéncia das
sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris L.).

A observagdo da colonizacdo das plantas do tratamento T2 (EM+RM-)
contribuiu de forma a esclarecer os resultados obtidos pelo tratamento que possuia
micorriza nos dois lados do vaso (T1 EM+RM+), alem de comprovar a funcionalidade
do vaso duplo conectado (VDC). A presenca do FMA do cortex radicular das plantas do
tratamento T2 pode ter contribuido de maneira sinérgica com a solucdo nutritiva
completa (com P) para que as plantas apresentassem o maior teor de fosforo dentre
todos os tratamentos (Figura 10). Quando estdo em associacdo, os FMA favorecem o
crescimento vegetal pela maior absorcdo de agua e nutrientes, principalmente fosforo
(CORDEIRO et al., 2005).

4.2.3 Avaliacéo do parasitismo do nematoide no sistema radicular do tomateiro

Podemos observar na Tabela 6 os valores referentes ao nimero de galhas e
massa de ovos de nematoides por planta, onde se verifica que ndo houve diferenca
estatistica significativa (p < 0,05) entre todos os tratamentos para esses parametros. Em
relacdo ao numero de galhas, os valores variaram entre 941,4 e 1387,2 galhas/planta,
enquanto que a presenca de massa de ovos por planta variou entre 544,0 e 758,8 massa

de ovos/planta.
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Tabela 6 — Numero de galhas, massa de ovos, nimero de ovos e fator de reproducéo do

nematoide no sistema radicular das plantas receptoras.

F*x

Tratamentos N° galhas / Massa de N° ovos / ER” RFR
planta ovos/planta planta (%)
T1(EM+RM+) 9656 a 544,0 a 8.319,30¢c  208c 83,98
T2 (EM+RM-)  1066,2a 6150a  14.403,33bc 360bc 7227
T3 (EM-RM+)  13872a 758,8a 16.529,78b 413b 6817
TA(EM-RM-) 94144 644,4 a 51.940,00a 12982 -
CV (%) 44,51 42,90 17,67 17,67 -
DMS™ 878,75 497,72 7295,46 1,82 -
*Fator de reproducdo do nematoide. **Reducdo do fator de reproducdo obtido pela formula
FR = [(FR controle — FR tratamento)/FR controle] x 100. ***Diferenca minima

significativa.Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O numero de galhas e a presenca de massa de ovos no sistema radicular da
planta sdo parametros que, por si so, ndo revelam a real condicéo de parasitismo sofrido
pelas plantas. 1sso porque os tratamentos T1 (EM+RM+) e T2 (EM+RM-) apresentaram
valores estatisticamente iguais ao tratamento T4 (EM-RM-) em numero de galhas e
presenca de massa de ovo. Porém, o tratamento T4 foi o mais afetado pela presenca do
M. incognita, como foi verificado por meio dos resultados dos parametros de
crescimento da planta (altura, massa da matéria seca e matéria fresca da parte aérea,
teores N, P e K da parte aérea). Deve-se ressaltar que, em termos de unidade numérica
0s tratamentos com micorriza (T1, T2 e T3) apresentaram maior numero de galhas e
massa de ovos por planta (mesmo ndo havendo diferenca estatistica significativa) em
comparacdo ao T4. No entanto, o tamanho das galhas observadas nos diferentes

tratamentos era bastante distinto, como podemos observar na Figura 11.
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Figura 11 — Diferentes tamanhos de galhas encontradas nas raizes de tomateiro. Para
esse experimento, as galhas foram consideradas da esquerda para direita como: grandes
(didmetro > 3 mm, conforme Charchar e Aragdo, 2005) médios (entre 2 e 3 mm) e
pequenos (diametro inferior a 2 mm).
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Devido aos diferentes tamanhos das galhas apresentadas no sistema
radicular das parcelas analisadas, podemos inferir que o namero de galhas por planta é,
na realidade, um dado incipiente que, quando ndo esta relacionado a outros parametros
(como numero de ovos/planta, fator de reproducdo e crescimento vegetal), ndo pode
explicar a condicdo de infectividade estabelecida na relacédo fitonematoide-planta.

O ndmero de galhas nos tratamentos T1 (EM+RM+) e T2 (EM+RM-)
foram, respectivamente, 965,6 3 e 1.066,2 galhas/planta. Essas galhas eram de tamanho
pequeno (diametro inferior a 2 mm) e, quando ocorria a presenca de massa de ovos, era
possivel visualizar apenas uma por galha o que, possivelmente, contribuiu para um
menor numero de ovos extraidos por planta (T1 = 8.319,30 ovos/planta e T2 =
14.403,33 ovos/planta) e baixo fator de reproducédo (FR), respectivamente, 2,08 e 3,60.
Verificamos também que os tratamentos T1 e T2 apresentaram as maiores reducdo do
fator de reproducédo (RFR), T1 =83,98 % e T2 = 72,27 %. O RFR é um parametro que
mostra, em termos de percentual, a reducdo na atividade reprodutiva do nematoide dos

tratamentos aplicados quando comparados ao tratamento controle, que para efeito de
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calculo, tem zero por cento de reducdo. E importante ressaltar que os valores
encontrados para o numero de ovos/planta e FR sdo inferiores aos encontrados em
vérias referéncias bibliograficas disponibilizadas (CHARCHAR; ARAGAO, 2005).

No tratamento T3 (EM-RM+) foi observado em maior frequéncia galhas de
tamanho médio (entre 2 e 3 mm). J& em menores propor¢des nesse tratamento
verificamos galhas pequenas e grandes (Figura 12). Assim como nos outros tratamentos
ja citados, quando ocorria a presenca de massa de ovos, era possivel observar apenas
uma por galha. Verificamos no tratamento T3, 1.387,2 galhas/planta, 758,8 massa de
ovos/planta. Em relacdo ao nimero de ovos (16.529,78 ovos de nematoide/planta) e o
fator de reproducdo (4,13), estes valores foram estatisticamente superiores aos
tratamentos T1 (EM+RM+) e T2 (EM+RM-), e inferiores ao T4 (EM-RM-).

Figura 12 — Sistema radicular dos tomateiros submetidos aos 4 tratamentos. (A) tratamento
T1 (EM+RM+); (B) tratamento T2 (EM+RM-); (C) tratamento T3 (EM-RM+) e; (D)
tratamento T4 (EM-RM-)

Fonte: Autor
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No tratamento T4 (EM-RM-) verificamos plantas com um sistema radicular
menos abundante, com predominio de galhas de tamanhos médios e grandes (didmetro
> 3 mm) e, com menor frequéncia observamos galhas pequenas. Esse tratamento, apesar
de apresentar nimero de galhas estatisticamente igual aos demais tratamentos (941,4
galhas/planta), foi o mais afetado pela presenca do M. incognita. Esta afirmacdo é
coerente quando verificamos outros parametros tais como, numero de ovos (51.940,00
ovos de nematoide/planta) e o fator de reproducdo (FR= 12,98), que foi superior a todos
0s tratamentos testados no experimento, revelando assim, o maior sucesso reprodutivo
do nematoide nas plantas componentes deste tratamento.

Inferimos que a quantidade de galhas encontradas no tratamento mais
afetado pela presenca do M. incognita (T4 EM-RM-) ndo foi superior as demais
parcelas experimentais, devido a pouca disponibilidade de sitios de infeccdo
(COFCEWICZ et al., 2001), ou seja, um sistema radicular menos desenvolvido e com
poucas raizes laterais, quando comparados aos outros tratamentos (Figura 13). Quando
as raizes apresentam grandes infestacbes de nematoide, observamos um sistema
radicular mais curto, como menos raizes laterais e poucos pélos radiculares (TAYLOR,;
SASSER, 1983), desta forma, diminui a possibilidade de outros nematdides juvenis
infectivos encontrem sitios de infeccdo para penetrar, se estabelecer e completar seu
ciclo de vida.

Verificamos com frequéncia mais de uma massa de ovos de nematoide em
uma mesma galha no tratamento T4 (EM-RM-). O que contribuiu para este tratamento
apresentar um elevado nimero de ovos por planta e o mais alto fator de reproducdo
(12,98), como ja foi citado. A analise da presenca de massa de ovos nas plantas
receptoras, ndo apresentou diferenca significativa ao nivel de 5 % de probabilidade em
nenhum dos tratamentos. Para este parametro, devemos salientar que, a quantificacdo da
presenca de massa de ovos sob microscopio estereoscopico, sdo apenas as massas de
0Vvos Visiveis (externas as raizes), desta forma, essa quantificacdo depende da posicéao
que a fémea de M. incognita encontra-se nas galhas. Entdo, fémeas que estdo
posicionadas na regido mais central das raizes, tendem a excretar sua massa de ovos
dentro das galhas, desta maneira, estes acabam ndo sendo quantificados.

O ato de penetrar nas raizes das plantas ndo garante aos nematoides um
sucesso no estabelecimento e reproducdo, pois ainda existem interacfes bioquimicas

moleculares que respondem de maneira especifica e ainda ndo totalmente esclarecida
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sobre a planta e o parasita. Simeone e Di Vito (1992) realizaram estudos em raizes de
duas variedades de pessegueiros (Prunus persica), as variedades Nemaguard e GF — 677
(respectivamente, resistente e susceptivel a espécies de Meloidogyne) e verificaram que
os nematoides penetraram da mesma forma tanto nas plantas resistentes, quanto nas
plantas susceptiveis, porém, a resposta a esta invasdo foi diferente. Nas raizes dos
pessegueilros resistentes observaram-se poucas fémeas e varios juvenis do nematoide, e
ndo ocorreu formagao de galhas, porém, as plantas susceptiveis apresentaram grandes
quantidades de galhas.

Este resultado nos ajuda a compreender as respostas obtidas para o nimero
de galhas dos tratamentos que ndo apresentaram diferenca estatistica significativa (p <
0,05), entretanto, verificamos tamanhos de galhas diferentes em fun¢do dos tratamentos
aplicados as parcelas. Observamos neste trabalho que os nematoides foram capazes de
penetrar nas raizes de todas as parcelas, porém, inferimos que os diferentes tamanhos
das galhas devem-se a manifestacdo da defesa da planta que foi diferente para cada
tratamento. Em plantas que apresentam alguma resisténcia ao M. incognita mesmo que
parcial, o desenvolvimento das galhas ¢ mais lento e as células gigantes pode ndo se
formar ou se formar defeituosa, contribuindo desta forma para o desenvolvimento de
um nematoide adulto (fémea) com baixa producao de ovos (TAYLOR; SASSER, 1983).

Entendemos que a possivel sinalizagdo que ocorreu nos tratamento T1
(EM+RM+) e T2 (EM+RM-) devido ao FMA, ndo tornou os tomateiros desses
tratamentos em plantas resistentes, porém, € inquestiondvel que houve uma supressao
bastante significativa no nivel de susceptibilidade do tomateiro ao M. incognita raga 2
quando comparado aos demais tratamentos, principalmente o T4 (EM-RM-). Este fato
pode ser confirmado observando os pardmetros de desenvolvimento da planta (item
4.2.1) e a avaliacdo da atividade do nematoide no sistema radicular (item 4.2.3).

Song et al. (2010) realizaram experimento com intuito de verificar a
sinalizagdo em tomateiros submetido ao ataque de Alternaria solani, onde existiam
plantas doadoras (com e sem micorriza) e receptoras (com e sem micorriza) de sinal. Os
autores verificaram por analise da atividade de seis enzimas relacionadas ao mecanismo
de defesa da planta (peroxidase, polifenoloxidase, lipoxigenase, quitinase e glucanase)
que os tratamentos com plantas micorrizadas apresentaram maior atividade enzimatica e
menor indice de severidade a doen¢a, quando comparadas aquelas plantas que ndo
receberam micorriza. Arias et al. (2009) citam em seu trabalho a atividade destas

mesmas enzimas desencadeada pelo parasitismo provocado por nematoides em
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tomateiro. De acordo com Zinoveva et al. (2004) o sistema enzimatico pode atuar
isoladamente ou em conjunto possibilitando que as células vegetais construam suas
defesas quimicas ou estruturais contra os fitonematoides.

Desse modo, corroboramos com Anjos et al. (2010) ao informar que os
fungos micorrizicos sdo capazes de promover o mecanismo de defesa das plantas para
reagir contra os patégenos. Porém, o acionamento do mecanismo de defesa ocorreu pela
sinalizagdo prévia enviada por plantas emissoras com micorriza sob infestacdo do
nematoide, e transferido para plantas sadias conectadas a elas via micélio do FMA. As
plantas por sua vez, ja com o mecanismo de defesa ativo, foram menos susceptiveis ao
parasitismo provocado pelo M. incognita. Essa menor susceptibilidade foi verificada
numa parte aérea mais bem desenvolvida e num sistema radicular com menor atividade
reprodutiva do nematoide, como verificamos nos tratamentos T1 (EM+RM+) e T2
(EM+RM-).

Estudos relacionados a atividade enzimatica de defesa e ao mecanismo de
sinalizagdo permanecem ainda extremamente carente na relacdo FMA-planta
hospedeira. No entanto, tanto este, quanto outros trabalhos (SIMARD; DURALL et al.,
2004; SONG et al., 2010; TAVARES, 2011) apontam vérios indicios relacionados ao
aumento do nivel de defesa vegetal devido a presenga dos fungos micorrizicos,
possivelmente, funcionando como um “canal” de troca de compostos que funcionam
como sinalizadores entre plantas. Esses respostas porém, poderdo ser adquiridas com
futuros trabalhos na area bioldgica que venham a abranger tanto a fisiologia quanto a

bioquimica no trindmio planta-FMA-patdgeno.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos com o presente experimento proporcionaram as seguintes

conclusoes:

1 — As plantas emissoras inoculadas com micorrizas foram mais susceptiveis ao

parasitismo por M. incognita raga 2.

2 - As plantas receptoras que estiveram em contato com plantas emissoras micorrizadas
no periodo de pré-condicionamento apresentaram melhor crescimento e redug¢do na

infectividade do M. incognita;

3 — A micorriza¢ao de tomateiros foi efetiva na sinalizacao e redugdo da infectividade

do nematoide.

4 — Estudos mais detalhados devem ser realizados com intuito de elucidar o mecanismo
de sinalizagdo e resposta provocada pelo FMA nas plantas hospedeiras, principalmente,
com relacdo a analises de atividade enzimatica atribuida ao mecanismo de defesa da

planta.
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