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RESUMO

SILVA, Rodrigo Vieira da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2009. Resisténcia do cafeeiro a Meloidogyne exigua: mecanismos de natureza
genética e potencializados pelo silicio. Orientadora: Rosangela D’Arc de Lima
Oliveira. Coorientadores: Fabricio Avila Rodrigues e Antonio Alves Pereira.

Meloidogyne exigua constitui-se num dos principais patogenos do cafeeiro no
Brasil. Atualmente, sabe-se que a resisténcia a esse nematoide ¢ conferida por um
gene dominante, designado de Mex-/. Entretanto, os mecanismos de resisténcia em
cafeeiro a M. exigua ainda necessitam de esclarecimentos. Assim, o presente estudo
objetivou avaliar as respostas de defesa do cafeeiro a M. exigua, genéticos e
potencializados pelo silicio (Si), além do papel desse elemento na absor¢do e
contetdo de nutrientes nas raizes e parte aérea de mudas de cafeeiro. As seguintes
variaveis foram avaliadas: penetracdo, desenvolvimento pds-embriogénico e
reproducao de populagdes de M. exigua que diferem quanto a capacidade de infectar
o cafeeiro, bem como a histopatologia de raizes inoculadas com M. exigua. O
conteudo de Si nas raizes e o efeito desse elemento no controle de M. exigua, além
da analise de algumas varidveis bioquimicas, possivelmente potencializadas por esse
elemento, foram também estudadas. Foi demonstrado que a resisténcia do cafeeiro a
M. exigua ndo ¢ devida apenas a resposta de hipersensibilidade (HR), mas ao
conjunto de respostas de defesa, constitutivas e/ou induzidas, apds a penetracao do
nematoide, o qual inibe a formagao do sitio de alimentagdo, provoca a emigragdo dos
J2 e atrasa ou inibe o desenvolvimento e a reprodu¢do do nematdide. Além disso,
plantas exibindo resisténcia de ndo-hospedeira diferiram das resistentes,
considerando que nenhuma evidéncia de HR foi observada na primeira. As primeiras
evidéncias cientificas da absorc¢ao de Si pelas raizes de cafeeiro e o efeito positivo do
mesmo no desenvolvimento da planta e no controle do nematode foram
demonstradas neste estudo. O teor Si atingiu niveis superiores a 1% da matéria seca
em raizes de cafeeiro da cultivar Catuai Vermelho IAC 44. Esse teor de Si na raiz foi
considerado alto considerando que o cafeeiro ¢ uma espécie de dicotiledonea, o que
demonstra o efeito promissor desse elemento num sistema de manejo de M. exigua
em cafeeiro. O Si influenciou positivamente a absor¢do e o conteudo de alguns
nutrientes nas raizes e parte aérea do cafeeiro, além de aumentar a resisténcia do
cafeeiro a infeccdo pelo nematdide. A maior atividade das peroxidases,

polifenoloxidases e fenilalanina amonia-liases, além da maior concentracdo de

vil



lignina nas raizes de plantas resistentes e suscetiveis, supridas com Si, indicam
claramente que esses mecanismos bioquimicos de resistencia estdo associados com a
resisténcia genética ¢ a mediada pelo Si, do cafeeiro a M. exigua. Resutados
provados neste estudo suportam a conclusdo que a aplicagdo de Si aumenta a
resisténcia do cafeeiro a M. exigua por afetar o parasitismo do nematdide e

potencializar alguns mecanismos bioquimicos de respostas de defesa.
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ABSTRACT

SILVA, Rodrigo Vieira da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2009.
Resistance of the coffee plant to Meloidogyne exigua: mechanisms of genetic
nature and silicon potencialization. Adviser: Rosangela D’Arc de Lima
Oliveira. Co-advisers: Fabricio de Avila Rodrigues and Antdnio Alves Pereira.

Meloidogyne exigua is considered the one of the most important pathogens of
coffee in Brazil. Nowdays, coffee resistance to this nematode is known to be
confered by the dominant gene Mex-1, but the mechanisms of coffee resistance to M.
exigua still need to be investigated. Therefore, this study aimed to evaluate the
defense responses of coffee to M. exigua, either genetic or potentiated by silicon (Si),
besides the effect of this element on nutrients uptake and content in roots and shoots
of coffee seedlings. The following variables were evaluated: penetration, post-
embryonic development, and reproduction of M. exigua populations that differ in
their capacity of infect coffee roots as well as the histopathology of roots from plants
inoculated with the nematode. The content of Si on roots and its effect on M. exigua
control, besides the analysis of some biochemical variables, possibly potentiated by
this element, were also studied. It was demonstrated that coffee resistance to M.
exigua is not only due to the hypersensitive response (HR), but to a set of defense
responses, constitutive and/or inducible, after nematode penetration that strongly
inhibits the formation of feeding sites. This dramatically causes J2 migration and
slows down or inhibits nematode development and reproduction. Furthermore, plants
showing non-host resistance were different from the resistant ones considering that
no evidence of HR was observed on the former. The first scientific evidence of Si
uptake by coffee roots and its positive effect on both plant development and
nematode control were demonstrated in this study. Coffee roots of plants from
"Catuai Vermelho TAC 44" cultivar had Si content up to 1%. This Si content is quite
higher considering that coffee is a dicotyledonous plant species. Silicon positively
influenced the uptake and the content of some nutrients on coffee roots and shoots,
besides increasing coffee roots resistance to nematode infection. The highest activity
of peroxidases, polyphenoloxidases, and phenylalanin ammonia-liases, besides the
great concentration of lignin in roots of both resistant and susceptible plants supplied
with Si clearly indicates that these biochemical mechanisms of resistance were

associated with both genetic and Si-mediated resistance of coffee to M. exigua.

X



Results provided in this study support the conclusion that application of Si increases
coffee resistance against infection by M. exigua by affecting nematode parasitism

and enhancing some biochemical mechanisms of defense responses.



INTRODUCAO GERAL

O uso da resisténcia no manejo de fitonematdides, quando a mesma ¢
disponivel, apresenta-se como a forma mais efetiva, econdmica e ambientalmente
segura para o controle desse grupo de patdégenos.

Existem diversos mecanismos de resisténcia em plantas atacadas por
nematoides do género Meloidogyne, dentre eles destacam-se a reacdo de
hipersensibilidade, o acimulo de compostos fendlicos, a formagdo de fitoalexinas e
aumento na atividade de enzimas oxidativas, tais como peroxidases,
polifenoloxidases e fenilalanina-amonia-liase (FAL) (Giebel, 1982). A enzima FAL
atua na rota dos fenil propanoides, responsavel pela formacao de lignina, suberina,
acido clorogénico, fenois, fitoalexinas e coumarinas (Molinari, 1996).

A principal estratégia para o desenvolvimento de cultivares resistentes a M.
exigua ¢ a transferéncia de gene de resisténcia de Coffea canephora para C. arabica
por meio de cruzamentos e retrocruzamentos. Atualmente, sabe-se que a resisténcia a
esse patogeno ¢ conferida por um gene dominante, denominado de Mex I (Noir et
al., 2003). Entretanto, os mecanismos de resisténcia em cafeeiro a esse nematdide
ainda necessitam de esclarecimentos. Informagdes dessa natureza certamente
contribuirdo para o avanco das pesquisas direcionadas para o desenvolvimento de
cultivares de cafeeiro do tipo ardbica resistentes a este nematdide.

A exploracdo isolada da resisténcia constitui-se num passo importante para
manter a populacdo do nematodide abaixo do nivel de dano econémico. No entanto, o
uso continuo de cultivares com um Unico gene de resisténcia e por longos periodos,
como no caso do cafeeiro a M. exigua, pode favorecer a suplantacdo do gene pelo
patdgeno. Portanto, explorar outras estratégias que permitam minimizar ainda mais a
acdo do patogeno, faz com que a efetividade e durabilidade da resisténcia sejam
maiores.

Devido as preocupacdes com o ambiente, a seguranga dos aplicadores e satide
publica, o custo elevado dos nematicidas e a proibi¢do do brometo de metila,
intensificam a busca por métodos alternativos de controle de fitonematoides nas
principais culturas. Nos ultimos anos, vem se buscando utilizar a nutri¢do mineral
das plantas com o objetivo de aumentar a resisténcia e, ou, a tolerancia as doengas

(Marschner, 1995). Nesse contexto, a utilizagdo do silicio (Si) pode ser uma



estratégia de controle a ser introduzida no manejo integrado de nematoides na cultura
do cafeeiro.

Apesar do Si ndo ser ainda considerado um elemento essencial as plantas, o
mesmo pode, em determinadas espécies, acumular-se em quantidade superior a de
alguns macronutrientes como o nitrogénio, o fésforo e o potassio (Epstein, 1999). O
efeito benéfico do Si é observado no crescimento, desenvolvimento e na
produtividade de determinadas culturas, especialmente das familias Gramineae e
Cyperaceae, o qual também participa como potencializador da resisténcia de plantas
as diversas doencas fingicas (Savant et al., 1997b; Datnoff et al., 2007). Mesmo em
dicotileddneas, o Si apresenta efeito positivo no controle de algumas doencgas, como
as causadas por oidio (Podosphaera fuliginea) em pepino (Fawe et al., 1998) e a
cercosporiose (Cercospora coffeicola) do cafeeiro (Pozza et al., 2004), dentre outras.

Praticamente ndo existem trabalhos a respeito do papel do Si no controle de
fitonematodides. Em um dos raros trabalhos, cultivares de arroz que apresentavam
maior nivel de resisténcia a Meloidogyne graminicola, também acumularam maior
teor de silica nos seus tecidos (Swain & Prasad, 1988). Com isso, levantou-se a
hipotese de que o Si pudesse atuar de alguma maneira na resisténcia aos nematoides.
Em trabalhos preliminares, sob condigdo de campo, o silicato de calcio teve efeito
positivo no controle de Meloidogyne exigua em cafeeiro (Dutra et al., 2004). Porém,
estudos mais refinados sdo necessarios para confirmar tal fato e, caso positivo,
determinar quais os possiveis mecanismos de resisténcia potencializados por esse

elemento.

OBJETIVOS

I - Avaliar a penetragdo, o desenvolvimento pos-embriogénico e a reproducao de
populacdes de M. exigua que se diferenciam quanto a capacidade de infectar o

cafeeiro.

II - Realizar observagdes histopatologicas em raizes de cafeeiros para verificar a
capacidade de juvenis de segundo estadio de M. exigua em induzir a formagdo de

células gigantes e detectar os provaveis mecanismos de resisténcia;



III - Estudar o efeito do silicio na penetracdo, formagao de galhas e reprodugdo

de M. exigua em mudas de cafeeiro;

IV - Analisar a absor¢ao e translocacao do silicio e o efeito do mesmo no balango

nutricional do cafeeiro infectado por M. exigua.

V - Estudar possiveis respostas bioquimicas de defesa de raizes de cafeeiro a

infeccdo por M. exigua potencializadas pelo silicio.



REVISAO DE LITERATURA

O Cafeeiro

O cafeeiro ¢ uma espécie exOtica, originaria do continente africano,
pertencente a familia Rubiaceae. Dentre as espécies do género Coffea, cerca de 100,
somente C. arabica e C. canephora sao cultivadas comercialmente. A primeira
representa aproximadamente 75% do café cultivado no mundo, principalmente
devido a sua melhor qualidade de bebida e preferéncia do consumidor. No Brasil, o
cultivo iniciou-se com a introducdo das primeiras mudas e sementes vindas da
Guiana, em 1727 (Carvalho, 1993). Atualmente, constitui um dos principais produtos
agricolas do mercado internacional. O Brasil se destaca como maior produtor e
exportador mundial de café (Conab, 2008), participando com aproximadamente um
terco da oferta global do produto, além de ocupar a segunda posi¢@o entre os maiores
consumidores (Conab, 2008).

O Estado de Minas Gerais lidera a producdo brasileira de café com 23,4
milhdes de sacas beneficiadas (99% do tipo ardbica) numa area de 1,15 milhdes de
hectares, o que representa mais de 50% da produgdo nacional (Conab, 2008). Além
da quantidade, esse Estado vem se destacando pela excelente qualidade de seus
cafés, que tém conquistado diversos prémios e alcancado valor diferenciado no
mercado, principalmente o internacional. Além da importdncia econdmica, a
cafeicultura assume um papel importante na geracdo de emprego para o pais, sendo
responsavel por cerca de 9 milhdes de empregos diretos e indiretos (CAIXETA,

2001).

Os nematoides

Os nematodides fitoparasitas constituem-se num fator limitante a produgado
agricola, pois causam perdas estimadas de 125 bilhdes de dolares de prejuizo anual,
em todo o mundo (Chitwood, 2003).

Na cultura do cafeeiro, merecem atencdo especial os nematodides das galhas,
pertencentes ao género Meloidogyne, devido aos prejuizos que causam aos
cafeicultores brasileiros e de varios paises do continente americano (Campos &
Villain, 2005). Nos principais paises produtores de café, os danos causados pelos

fitonematodides estdo na faixa de 15% (Sasser, 1979). No Brasil, as perdas sdo ainda
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maiores e sao estimadas em 20%, sendo as espécies de Meloidogyne responsaveis
por 80% destes (Lordello, 1984). Até o presente, sdo 17 as espécies de Meloidogyne
relatadas em associagdo com o cafeeiro no mundo (Campos & Villain, 2005), mas no
Brasil apenas cinco foram encontradas parasitando esse hospedeiro. Embora M.
javanica fosse relatada em associagdo com o cafeeiro, ndo héa evidéncias cientificas
de sua capacidade de infectar o mesmo (Oliveira et al., 1998; Carneiro et al., 2005).
Merecem destaque especial M. exigua, M. incognita e M. paranaensis por serem as
mais prejudiciais a cafeicultura nacional.

O nematodide das galhas radiculares (Meloidogyne spp.) possivelmente seja
encontrado desde os mais remotos periodos das antigas civilizagcdes, pois
praticamente todas as espécies vegetais cultivadas sdo hospedeiras desse grupo de
patdgenos. No entanto, somente em meados do século XIX ocorreu o primeiro relato
sobre a meloidoginose, realizado pelo Reverendo Miles Joseph Berkeley, na
Inglaterra. Naquela época, o autor relatou a ocorréncia de galhas em raizes de plantas
de pepino cultivadas em casa de vegetagao (Winslow, 1960). A partir desse relato,
muitos outros foram feitos em diferentes partes do mundo e em diversos hospedeiros.
No Brasil, a primeira referéncia a respeito do ataque de nematoides foi em cafeeiro,
realizada por Jobert (1878), na entdo provincia do Rio de Janeiro, e relatada
posteriormente em um relatorio pelo suico Goeldi, em 1887. Ao estudar esta doenga,
este ultimo autor nomeou o patéogeno responsavel pela doenca de Meloidogyne
exigua, estabelecendo deste modo o género Meloidogyne (Goeldi, 1892, reeditado
por Moura, 1998). No entanto, desde a primeira descricdo de nematoides das galhas
por Goeldi em 1887, até a validacdo do género Meloidogyne em 1949 por Chitwood,
foram utilizados os nomes de Heterodera, Anguillula, Anguillulina e Caconema
como sinonimias de Meloidogyne (Hirschmann, 1985). O trabalho de Goeldi foi a
primeira investigagdo de uma espécie de Meloidogyne como uma importante agente
causal de doenga em planta no mundo. Neste periodo, Goeldi ja alertava a respeito
dos grandes prejuizos provocados pelos nematdides formadores de galhas na
cafeicultura do Estado do Rio de Janeiro, e da provavel destruicdo da cafeicultura
naquele Estado, até entdo maior produtor brasileiro. Este fato veio ha ocorrer um
pouco mais tarde, sendo o cafeeiro substituido pela cultura da cana-de-actcar a partir
do final do século XIX (Santos, 1997). Mais de 120 anos se passaram desde a sua
descricao e, ainda nos dias atuais M. exigua apresenta-se como um dos principais

patogenos do cafeeiro no Brasil e em diversos paises do continente Americano.



A espécie Meloidogyne exigua

Atualmente, Meloidogyne exigua é a espécie dos nematdides das galhas mais
disseminada e com maior distribui¢ao geografica em areas de cultivo de café do tipo
arabica na América Latina, principalmente no Brasil (Gongalves & Silvarolla, 2001;
Campos & Villain, 2005; Castro et al., 2008). Em Minas Gerais, principal poélo
produtor do pais, estima-se que esse patogeno esteja presente em mais de 50% das
propriedades cafeeiras e praticamente em todos os municipios onde se cultiva o
cafeeiro. Assim, M. exigua apesar de ser menos agressiva comparada a M. incognita
e M. paranaensis, outras espécies de nematodides das galhas que parasitam o cafeeiro,
¢ certamente a responsavel pelos maiores prejuizos totais a cafeicultura nacional.
Esta espécie chegou a causar reducdo de 58% no desenvolvimento de mudas de
cafeeiro sob condi¢do de casa de vegetacao na Costa Rica (Rodrigues ef al., 1995) e
perdas na produtividade da ordem de 45% em cafezais do noroeste do Estado do Rio
de Janeiro (Barbosa ef al., 2004).

Por ser um patogeno biotrofico, M. exigua alimenta-se exclusivamente do
citoplasma de células vegetais vivas. Portanto, o mesmo necessita de plantas
hospedeiras para sua sobrevivéncia e multiplicagdo. As perdas devido ao seu
parasitismo ocorrem pela extrapolacdo de nutrientes e principalmente devido a
mudangas anatdOmicas nas raizes, como o desenvolvimento de células gigantes e, ou a
formacdo galhas, resultante da hipertrofia e hiperplasia de células do cilindro central
que comprimem os vasos do xilema, reduzindo assim a absor¢do e o transporte de
agua e nutrientes (Kirkpatrick ef al., 1991).

A formagdo de células gigantes ocorre pela ativagdo de genes da planta
hospedeira e da reativacao do ciclo celular, engatilhada por secregoes das glandulas
esofagianas do nematdide (Williamson & Hussey, 1996). Essas células sofrem
sucessivas divisdes nucleares sem ocorréncia de citocinese, tornando-se
multinucleadas. O citoplasma dessas células torna-se denso, com elevado nimero de
mitocondrias, e as paredes celulares tornam-se invaginadas, aumentando a superficie
de absorcao de fotoassimilados, minerais e outros metabodlitos. A inducdo e a
manutencdo das células gigantes, dependem do continuo estimulo do nematoide, sem
o qual essas células atrofiam e degeneram (Reddigari et al., 1985). Ao redor dos
sitios de alimentacdo ocorre a divisao de células corticais, dando origem as tipicas

galhas induzidas por Meloidogyne spp. (Williamson & Gleason, 2003).



Essa espécie estava presente em 31% das amostras de solo e raizes coletadas
em varias propriedades cafeeiras de Minas Gerais (Campos & Melles, 1987). A
distribuicdo deste nematoide continua aumentando nos cafezais mineiros. No ano de
1999, M. exigua estava presente em 45,4% das amostras de solo e raizes coletadas
neste Estado (Souza et al., 1999) e em 40 e 45 % das amostras coletadas nos
municipios paranaenses de Terra Rocha e Altonia, respectivamente, (Portz et al.,
20006), apresentando como a segunda espécie mais distribuida no oeste do Estado do
Parana. Em levantamento realizado no Planalto de Vitéria da Conquista e Chapada
Diamantina no Estado da Bahia, de 316 propriedades avaliadas em seis municipios,
57,3% dos cafeeiros amostrados encontraram-se infectados com M. exigua (Souza et
al., 2000). Além dos Estados citados acima, o mesmo ja foi detectado em SP, ES, RJ,
DF, CE, PA, AM e MT (Santos, 1997).

Até inicio dos anos 80 do ultimo século, M. exigua era a unica espécie do
género Meloidogyne relatada parasitando os cafezais mineiros, quando em Machado,
Sul de Minas, foi constatada a espécie M. coffeicola, a qual foi em seguida erradicada
(Guerra Neto et al. 1983; Campos et al., 1985). Apesar das quatro ragas de M.
incognita estarem presentes em outras culturas e plantas daninhas no Estado, as
mesmas foram incapazes de se reproduzir nas mudas de cafeeiro, independente da
concentragdo de indculo, da temperatura, do estddio de desenvolvimento e do
genotipo de cafeeiro (Oliveira, 2006). Em 1984, foi observada uma populagdo de M.
incognita infectando o cafeeiro em Nova Resende e Sdo Tomas de Aquino na mesma
regido (Guerra Neto & D’"Antonio, 1985). Constatou-se que essa populacao, infectiva
ao cafeeiro, foi introduzida por meio de mudas contaminadas procedentes do Estado
de Sao Paulo, tais lavouras foram posteriormente erradicadas.

Em levantamento recente, M. paranaensis foi diagnosticada apenas em um
municipio, Piumhi, no sul do Estado (Castro et al., 2008). Além desse, foi detectada
nos municipios de Serra do Salitre e Patrocinio (Castro et al., 2003), e M. coffeicola
em Coromandel (Castro et al., 2004), ambos localizados na regido do Alto Paranaiba
em Minas Gerais. Assim, M. exigua continua sendo a principal espécie de
fitonematoides atacando os cafezais jovens e adultos do Estado de Minas Gerais
(Oliveira et al., 2005b; Castro et al., 2008).

M. exigua se reproduz por partenogénese meidtica facultativa, um modo de

reproducdo que teoricamente favorece uma menor estabilidade genética quando



comparado a outras espécies que se reproduzem por partenogénese mitotica
(Esbenshade & Triantaphyllou, 1985).

Estudos envolvendo técnicas moleculares tém demonstrado a existéncia de
variabilidade na espécie. Randig et al. (2002), por meio da técnica DNA polimorfico
amplificado ao acaso RAPD, detectaram alto nivel de polimorfismo intraespecifico
(67,5%) entre as populagdes de M. exigua provenientes de cafeeiros e aquelas de
seringueira. Curiosamente, tais populagdes oriundas de cafeeiro e seringueira tém
revelado diferencas bioquimicas quanto a enzima esterase, o que culminou com a
detecgdo de cinco fendtipos, E1, Ela, E1b, E2 e E3 (Esbenshade & Triantaphyllou,
1985; Carneiro & Almeida, 2000; Oliveira et al., 2005b, Muniz et al., 2008). Mas,
variabilidade fisioldgica também tem sido encontrada, como no trabalho de Carneiro
& Almeida (2000) e confirmada por Silva (2005), que propuseram a separagdo das
“ragas fisiologicas” com base na capacidade de reproducdo em plantas de diferentes
espécies botanicas. A raca 1 ¢ constituida por individuos que infectam o pimentao e o
cafeeiro, mas nao conseguem infectar o tomateiro; individuos da raca 2 infectam o
tomateiro, o pimentdo e o cafeeiro, e a raca 3 pertencem os individuos que ndo
infectam o tomateiro, o pimentdo e nem o cafeeiro, mas atacam a seringueira. Além
disso, um comportamento diferencial foi observado entre populagdes de M. exigua,
quanto a capacidade de infectar gendtipos de cafeeiro derivados do Hibrido de Timor
(Silva et al., 2003; Silva et al., 2007b).

Além do cafeeiro, a lista de hospedeiros de M. exigua integra culturas de
importancia econdmica tais como o tomate € o pimentdo e¢ dezenas de plantas
daninhas (Lima et al., 1985; Almeida & Campos, 1991; Santos et al., 1992; Oliveira
et al., 2005a). Esta espécie constitui-se também num sério problema na cultura da
seringueira (Hevea brasiliensis), na qual ocorre de forma endémica na Amazonia
(Santos, 1995), onde encontra-se disseminada no municipio de Sdo José do Rio Claro
em Mato Grosso (Bernado et al., 2003). O Mato Grosso possui a maior area
cultivada com esta cultura no Brasil, que participa com cerca de 22% do latex
coagulado (Anénimo, 2001).

A utilizagdo de cultivares resistentes, na forma de porta enxerto ou em pé
franco, constitui-se numa das principais formas de controle de M. exigua. O sucesso
desta pratica vai depender do conhecimento das espécies ou ragas presentes na area,

pois a resisténcia € na maioria das vezes especifica (Gongalves & Silvarolla, 2001).



Em C. canephora, C. congensis e C. dewevrei, tém-se encontrado gene (s) de
resisténcia permitindo o uso de plantas dessas espécies como porta-enxertos e doador
(as) de gene (s) para espécies suscetiveis, porém produtivas (Curi et al., 1970;
Fazuoli & Lordello, 1977; Gongalves & Silvarolla, 2001). Hibridos artificiais de C.
arabica x C. canephora, como por exemplo, do gendtipo Icatu, H4782-7-585 e
H4782-7-785 que sdo resistentes a ferrugem do cafeeiro (Hemileia vastatrix),
apresentaram também resisténcia a M. exigua, M. incognita e, ou M. paranaensis,
como H4782-7-925, porém esses hibridos tém segregado para essa caracteristica
(Gongalves et al., 1998). As selecdes de Hibridos de Timor e derivados UFV 981,
UFV 1266 e UFV 1848, que apresentam resisténcia ao fungo Hemileia vastatrix,
também foram imunes e homozigotos quanto a resisténcia a M. exigua (Silva et al.,
2007b). Essa caracteristica eleva-os a uma categoria superior de doador (es) de

gene(s) num programa de melhoramento (Silva et al., 2007b).

Resisténcia genética no controle de fitonematdides

A utilizagao da resisténcia genética no controle de doengas de plantas ¢
considerada uma das principais estratégias de manejo de fitonematodides, em especial
para os endoparasitos sedentdrios, como os do género Meloidogyne, que apresentam
uma interagdo especializada e complexa com seus hospedeiros (Roberts, 2002).

A resisténcia natural de plantas aos fitopatogénicos baseia-se, em parte, em
uma diversidade de mecanismos de defesa pré-existentes, independentemente da
chegada do patdgeno no sitio de infecgao (Kiraly et al., 1970; Goto, 1990; Sticher et
al., 1997). Porém, as plantas possuem outros mecanismos de defesa ainda mais
eficazes, que, aparentemente, permanecem inativos ou latentes, sendo ativados e
expressos apds entrarem em contato com algum agente indutor (Kiraly et al., 1970;
Colson & Deverall, 1996; Sticher et al., 1997; Fodor et al., 1998).

Em geral, uma planta resistente a nematoides pode repelir ou dificultar a sua
penetragdo, impedir o seu estabelecimento, atrasar o seu desenvolvimento ¢ diminuir
ou inibir a reprodugdo em seus tecidos (Dropkin, 1969). Quatro principais tipos de
mecanismos de resisténcia podem ser distinguidos: (i) a planta pode produzir
substancias toxicas que matam o nematodide; por exemplo, Asparagus officinalis que
contém em seu caule, folhas e raizes um glicosideo toxico a Trichodorus christiei, ¢

a populacao desse nematdide declina rapidamente proximo as raizes dessa planta



(Rhode & Jenkins, 1958). As raizes de Tagetes patula e T. erecta contém a-tertienil e
derivados de bitienil (Uhlenbroek & Bijloo, 1959), os quais limitam populagdes de
Meloidogyne spp. e Pratylenchus spp. (Oostenbrink, 1957; Winoto, 1969); (ii) a
resisténcia reside no fato de que nem todas as plantas contém substancias necessarias
para o desenvolvimento e a reproducao de certas espécies de nematoides, ou contém
quantidade insuficientes. Webster (1969) determinou que o acido indolacético (IAA),
e seu precursor triptofano, sdo necessarios para a reproducdo de Aphelenchoides
ritzemabosi. Szczygiel & Giebel (1970) observaram que o sistema enzimatico de
[AA-oxidase apresentava maior atividade em variedade de morango resistente a A.
fragariae do que em variedades suscetiveis. Isso ocorre possivelmente porque o [AA
e alguns compostos derivados estimulam o desenvolvimento e a reprodugdo do
nematoide; (iii) a resisténcia pode ser baseada na falta de atragdo. Portanto,
diferengas de compostos quimicos secretados pelas plantas podem ser repelentes,
neutras ou agir como atrativos em diferentes espécies de nematoides (Giebel, 1982);
(iv) a ocorréncia de reag¢do de hipersensibilidade (HR) ao ataque pelo nematdide, que
provoca mudangas histologicas, como a morte celular préxima ao sitio de infec¢ao
do juvenil de segundo estadio de Meloidogyne spp. (Dropkin, 1969). Durante a HR,
diversas rotas bioquimicas também podem ser ativadas, culminando com aumento de
atividades de enzimas, produgcdo de compostos fendlicos, lignina e fitoalexinas,
dentre outros.

Moutain & Patrick (1959) descobriram que o glicosideo amigdalina era
hidrolizado a acido hidrocidnico e benzaldeido em raizes de péssego pela enzima [3-
glucosidase de Pratylenchus penetrans. Esses compostos foram nocivos ao patdégeno
e ao hospedeiro, causando escurecimento e morte dos tecidos no local da penetracao.
A rapidez da morte do tecido foi dependente da concentragdo de amigdalina.

A infeccdo do cafeeiro Catimor (Coffea arabica cv. Caturra x Hibrido de
Timor) por M. exigua e M. megadora acarreta a necrose, que se assemelha a uma
reac¢do de hipersensibilidade, que se inicia quando o nematoide induz a formagao o
sitio de alimentacdo (Rodrigues, et al., 2000). Essas observagdes, associadas as
obtidas por Anthony et al. (2005) que observaram condensamento do citoplasma e
alteracdo nas estruturas das organelas, juntamente com a caracterizagdo por Noir et
al. (2003) do gene de resisténcia a M. exigua (Mex-1) reforcam a idéia de que a
interagdo M. exigua-cafeeiro seja baseada no modelo gene-a-gene de Flor (Flor,

1971). No entanto, estudos mais refinados, por meio da microscopia eletronica de
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transmissdo e analises bioquimicas, fazem-se necessario para esclarecimento dos
mecanismos de resisténcia desencadeados na interacao Meloidogyne exigua-cafeeiro.
Isto se deve ao fato de que respostas de defesa das células do cafeeiro podem ser
ativadas em estddio mais avang¢ados da patogénese, inibindo ou atrasando o
desenvolvimento de juvenis e a completa diferenciacdo do sitio de alimentacao ou,
até mesmo, interferir na reproducao.

Ja ¢ bem conhecido o envolvimento de compostos fendlicos em resposta de
defesa das plantas a fitopatdogenos. H4 uma distinta correlagdo entre o grau de
resisténcia da planta e a concentragdo de compostos fendlicos em seus tecidos
(Giebel, 1970; Hung & Rohde, 1973; Rodrigues et al., 2000). A observagdo de que
compostos eletro-densos acumulam nos sitios de infec¢do, decorrente da invasao de
M. incognita em raizes de tomateiro, sugerem que compostos fenolicos possam estar
envolvidos na resposta de defesa da planta a este nematdide. Embora seja conhecido
que compostos fendlicos sdo formados nas raizes de plantas em resposta a infeccdo
por nematdide, pouca informagdo ¢ disponivel sobre a natureza dessas substancias e
de seu potencial papel na defesa contra Meloidogyne spp.

A presenca do acido clorogénico foi detectada em raizes de tomateiro
resistente a nematoide das galhas, as quais exibiram necroses em resposta a invasao
do juvenil de segundo estddio do nematdide (Hung & Rohde ef al., 1973). A
quantidade de 4cido clorogénico em raizes de pimentdo (Capsicum annuum) cv.
Doux Long des Landes (suscetivel), inoculada com M. arenaria foi apenas 20%
superior a das raizes das plantas ndo inoculadas. Entretanto, na cv. resistente CM
334, a quantidade de 4acido clorogénico foi 59 vezes maior em raizes infectadas do
que nas sadias (Pegard et al., 2005).

Uma metodologia que tem grande potencial, mas ndo ¢ bem explorada para o
estudo de mecanismos de incompatibilidade na interagdo patdgeno-hospedeiro,
principalmente para fitonematoides, ¢ a utilizacdo de populagdes (“ragas” ou
“bidtipos”) virulentas e avirulentas de uma mesma espécie de patdgeno em genotipos
da planta hospedeira. Tais estudos podem ser tUteis para o esclarecimento dos
mecanismos bioquimicos € moleculares envolvidos na resisténcia do cafeeiro a M.

exigua.
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O silicio no controle de fitopatdgenos

Dentre os elementos minerais utilizados no manejo de doencas em plantas o
silicio (Si) tem demonstrado efeito positivo por reduzir a severidade de doencas em
diversas culturas de expressdo econdmica em varias partes do mundo (Epstein, 1999;
Rodrigues & Datnoff, 2005). Este elemento ¢ de ocorréncia abundante na natureza
(Epstein, 1999), encontra-se na solu¢do do solo na forma de acido monosilicico
(H4S104), prontamente disponivel a absor¢ao pelas plantas. A essencialidade do Si na
fisiologia das plantas ¢ motivo de controvérsias entre autores. Diversos
pesquisadores o classificam como um elemento benéfico ou util as plantas,
entretanto, recentemente vem recebendo a denominacdo de quase-essencial (Epstein
& Bloom, 2005). Isto deve-se, principalmente a dificuldade de se eliminar
completamente o Si da solugdo nutritiva nos estudos sem a presencga desse elemento
e da comprovada essencialidade do mesmo para algumas espécies de vegetais
(Epstein & Bloom, 2005). As espécies mais beneficiadas pelo Si pertencem as
familias Poaceae, Equisetaceae e Cyperaceae (Elawad & Green, 1979) e sdo
chamadas acumuladoras de Si, pois sdo capazes de acumular mais de 1% desse
elemento nos seus tecidos (Epstein, 1994). As dicotiledoneas de uma maneira geral
apresentam o teor de 0,1% a 1% de Si. Entretanto, acredita-se que elas possam se
beneficiar de algumas vantagens conferidas por esse elemento. Essas discrepancias
no conteudo de Si sdo devidas a diferencas na habilidade das raizes de absorver o
silicio (Takahashi et al., 1990).

Foi descoberto, recentemente que a rapida absor¢cdo e acimulo de Si em
plantas de arroz deve-se a absorcdo ativa. Esta ¢ proporcionada pela presenca da
proteina transportadora, produzida pelo gene LSi/, que se localiza nas membranas
plasmaticas da exoderme e endoderme das células das raizes (Ma et al, 2006). Por
outro lado, a absor¢ao desse elemento por outras espécies vegetais, como 0 pepineiro
e o tomateiro, ocorre via difusdo passiva (Mitani & Ma, 2005). O transporte a longa
distancia de Si em plantas ocorre via xilema (Balastra et al., 1989), sendo depositado
preferencialmente como Si0,.nH,O amorfa ou opala. O Si ndo sofre redistribuicao
devido a sua precipitagdo na forma de SiO, (Raven, 1983). A deposi¢ao de Si ocorre
tanto nas raizes quanto na parte aérea (Sangster & Parry, 1976; Hodson & Sangster,
1988). Nas dicotiledoneas, tais como citros, soja, morango, rabanete, repolho e

tomate, o Si acumula-se de preferéncia nas raizes (Sangster, 1978; Wutscher, 1989).
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Estudos preliminares mostraram que em raizes de cafeeiro, o teor deste elemento
atingiu niveis acima de 1% (Silva ef al., 2007b), o que levaria a classificé-la,
segundo Jones & Handreck (1967) como uma espécie intermediaria (1-3%) quanto
ao acumulo de Si.

O arroz ¢ a cultura mais bem estudada em relacao ao papel do Si. A presenga
desse elemento melhorou o aproveitamento da 4agua diminuindo a taxa de
transpiragcdo, aumentou a area fotossintética e reduziu o niimero de graos quebrados
(Savant et al., 1997a), além de elevar os contetidos de hemicelulose e lignina, o que
aumenta ainda mais a rigidez da parede celular (Adatia & Besford, 1986). Doengas
fungicas de importancia econdmica como a brusone (Magnaporthe grisea), a mancha
parda (Cochliobolus miyabeanus), a podridao do colmo (Magnaporthe salvinii), a
escaldadura (Monographella albescens), a queima-das-bainhas (Thanatephorus
cucumeris) e a descoloracdo dos graos (causada por espécies de Bipolaris, Fusarium,
entre outros fungos) tiveram suas intensidades significativamente reduzidas apds a
aplicacdo de Si no solo (Datnoff et al., 1997; Savant et al., 1997b; Rodrigues et al.,
2001, 2003b; Rodrigues & Datnoff &, 2005). Com relacdo a doengas causadas por
bactéria parasitas de plantas, o Si também apresentou efeito positivo. Houve redugao
significativa no tamanho das lesdes incitadas por Xanthomonas oryzae pv. oryzae em
folhas de arroz de quatro cultivares, nos tratamentos supridos com o Si (Chang et al.,
2002).

Rodrigues et al. (2003a) estudaram, a nivel ultraestrutural e citoquimico, os
eventos da patogénese na interacdo arroz-M. grisea com a aplicacdo de Si e
apresentaram as primeiras evidéncias de que o aumento na resisténcia foi devido ao
acumulo de compostos fendlicos. Nas plantas que receberam Si, as hifas do fungo
presentes nas células da epiderme, do mesoéfilo e do sistema vascular ficaram vazias
e foram circundadas por uma camada densa de material osmiofilico, o que sugere
que compostos fenolicos ou fitoalexinas tiveram um papel determinante na
resisténcia do arroz a brusone. E possivel que o Si, por ser um semi-metal, esteja
potencializando os mecanismos de resisténcia do arroz a brusone, principalmente por
atuar na rota metabolica dos fenilpropandides.

Ja foi registrado o efeito positivo do Si no controle de doencas fungicas em
dicotiledoneas cultivadas comercialmente, principalmente em hidroponia, tais como
o mildio pulverulento (Podosphaera xanthii) em abodbora, a podriddo das raizes

(Pythium ultimum) e a murcha-de-fusdrio em pepino, o mildio pulverulento
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(Uncinula necator) da videira e o oidio da roseira (Miyake & Takahashi, 1983;
Bowen et al., 1992; Menzies et al., 1991; Chérif et al., 1992a; Bélanger et al., 1995).
A adicdo do silicato de célcio ao solo para o cultivo do feijoeiro reduziu em 62,4% a
severidade antracnose, em relagdo a testemunha (Moraes et al., 20006).

Em pepineiro, Menzies et al. (1991) observaram mudangas drésticas na
expressdo da defesa de células da epiderme colonizadas por Podosphaeria xanthii.
Compostos fenolicos acumularam de forma mais rdpida nas células de plantas
supridas com Si e infectadas pelo fungo do que nas células de plantas que ndo
receberam esse elemento. Células das raizes de pepineiro infectadas por Pythium
ultimum supridas com Si responderam de forma mais rapida a infec¢ao por meio do
acimulo de compostos fendlicos. Ao contrario da barreira fisica, os fendis presentes
exerceram um efeito toxico que impediu o ingresso do patdgeno no sistema vascular
(Chérif et al., 1992b). Em outro estudo, Chérif et al. (1994) observaram que a
atividade de enzimas relacionadas com a patogénese quitinases, peroxidases e
polifenoloxidases em plantas de pepino supridas com o Si e inoculadas com P.
ultimum tiveram um aumento dréstico, ao contrario do observado em plantas que ndo
receberam Si e inoculadas com o patdégeno. A descoberta de que uma nova classe de
fitoalexina ¢ induzida em pepineiro pelo Si apds infecgdo por P. xanthii (Fawe et al.,
1998) leva a crer que esse elemento potencializa uma cascata de eventos bioquimicos
relacionados com a defesa a patdgenos. Bélanger et al. (2003) encontraram uma
extensiva deposi¢do de fendis glicolizados, apoés marcagdo citoquimica com sonda
especifica, na parede das células da epiderme de trigo que receberam Si e
colonizadas por Blumeria graminis f.sp. tritici. A presenca desses compostos
também foi observada envolvendo a membrana extra-haustorial do fungo,
comprometendo a absor¢ao de nutrientes.

Recentemente, Pozza et al. (2004) ao estudarem o efeito da aplicacdo do Si
(1g de CaSiO; por quilo de substrato) na intensidade da cercosporiose (Cercospora
coffeicola) em mudas de cafeeiro cultivadas em tubetes, observaram uma redugao de
63% nas folhas lesionadas ¢ de 43% no total de lesdes por planta na cultivar Catuai,
em relacdo a testemunha. Os mesmos autores observaram maior quantidade de Cu,
Fe ¢ Zn nas mudas de cafeeciro tratadas com Si, diferentemente do verificado na
testemunha sem a adicdo do mesmo. Esses micronutrientes podem atuar como co-
fatores na sintese de enzimas ligadas a patogénese, o que evidencia a atuagao destes

elementos no processo de defesa da planta (Bélanger et al., 2003).
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CAPITULO 1

Respostas de defesa do cafeeiro a Meloidogyne exigua de cultivar

resistente e de planta ndo hospedeira
RESUMO

Atualmente, sabe-se que a resisténcia do cafeeiro a Meloidogyne exigua ¢
conferida por um gene dominante, denominado Mex I, oriundo de Coffea canephora.
Entretanto, os mecanismos de resisténcia a esse nematoide ainda necessitam de
esclarecimentos. Com o objetivo de elucidar tais mecanismos estudou-se a
penetracdo, o desenvolvimento e a reprodu¢do de duas populacdes desse patdgeno
nas cultivares Catuai Vermelho IAC 44 e Apoatd IAC 2258, suscetivel e resistente,
respectivamente. A popula¢dao 1 do nematoide foi coletada em cafeeiro (raca 2) e a 2
em seringueira (raca 3). Inocularam-se 2000 juvenis de segundo estadio (J2) de M.
exigua em mudas de cafeeiro com 3-4 pares de folhas. As avaliagdes da penetragdo e
desenvolvimento foram realizadas de dois a 40 dias apds a inoculacao (DAI). Andlise
microscopica dos cortes histologicos das raizes foi realizada aos 2, 4 ¢ 6 DAL ¢ a
reproducao aos 50 DAI. Significativamente maior numero de J2 da populagdo 1
penetrou na cultivar suscetivel, enquanto que para a populacdo 2, ndo houve
diferenga entre as duas cultivares. O desenvolvimento do nematoéide também foi mais
rapido no cafeeiro suscetivel. Poucos individuos atingiram o estadio de fémea adulta
e reproduziram no cafeeiro resistente e s6 foi observado quando da inoculagao com a
populagdao 1. O numero de galhas e de ovos produzidos pela populagao 1 de M.
exigua, na cultivar suscetivel, foi de 76 e 5460, respectivamente. Em raizes de
‘Apoatd’ apesar de ter formado algumas poucas galhas, ndo houve reproducdo do
nematodide. A populagdo 2 ndo induziu a formagao de galhas e nem a producio de
ovos nas duas cultivares de cafeeiro. Pela analise histoldgica, observaram-se eventos
relacionados com a resposta de hipersensibilidade. No entanto, com base nos
resultados, outras respostas de defesa da planta, pré e pos-penetra¢do, parecem estar
envolvidas na resisténcia do cafeeiro a M. exigua. Sao necessarios estudos
bioquimicos para descobrir quais sustancias relacionadas a resposta de defesa da
planta sdo produzidas nas diferentes etapas da interacdo incompativel nesse

patossistema.
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INTRODUCAO

O café constitui um dos principais produtos agricolas do mercado
internacional e o Brasil detém a posi¢do de maior produtor e exportador mundial,
com participagdo média de 25 a 30% da oferta global do produto (Conab, 2008).
Minas Gerais lidera a produgdo brasileira de café com 23,4 milhdes de sacas
beneficiadas (99% de Coffea arabica) numa area de 1,15 milhdes hectares,
participando assim, com mais de 50% da producao nacional (Conab, 2008).

Na América Latina, mas principalmente no Brasil, o parasitismo do
nematoide das galhas, com destaque para Meloidogyne exigua, ¢ considerado um dos
principais fatores responsaveis pela baixa produtividade do cafeeiro arabica (Campos
& Villain, 2005). Recentemente, Barbosa et al. (2004) verificaram uma reducao de
produtividade da ordem de 45% em lavoura do noroeste do Estado do Rio de Janeiro.
Além das perdas diretas, outros prejuizos decorrem da presenca do nematdide, como
a destrui¢do de mudas infectadas e desvalorizagdo das propriedades na qual o
patdgeno se encontra (Campos et al., 1985).

A interacdo com a planta hospedeira entre os nematdides endoparasitas
sedentarios, especialmente os pertencentes ao género Meloidogyne, ¢ muito
especializada e complexa (Williamson & Hussey, 1996). Eventos que envolvem
estimulo a eclosdo, atra¢do, penetracdo nos tecidos do hospedeiro, reconhecimento
de tecido suscetivel para a indugdo do sitio de alimentagdo, modificagcdo anatdmica
nas c¢lulas e alteracdo na expressdo génica da planta sdo fundamentais para o
sucesso da infeccdo (Davis & Mitchum, 2005). O juvenil de segundo estadio (J2),
que corresponde a fase movel e infectiva dos nematoides das galhas, penetra na
regido de alongamento celular da raiz da planta hospedeiro (Endo, 1975; Mendes,
1977). A seguir o J2 migra entre as células do cortex até alcancar o tecido vascular
diferenciado. Neste local, ele seleciona algumas células do parénquima, nas quais
induz uma série de mudancas na expressdo génica da planta para formar um
elaborado sitio de alimentacdo que vai fornecer nutrientes para o seu
desenvolvimento e reprodugdo (Davis et al., 2008). A mais evidente resposta
morfoldgica na planta hospedeira, em conseqiiéncia de uma associacdo compativel
com Meloidogyne spp., ¢ a formagdo de galhas radiculares, que prejudicam a

absorcdo de agua e nutriente (Kirkpatrick ef al., 1991).
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Dentre as diversas estratégias de controle de nematoides, o uso de cultivares
de cafeeiros resistentes apresenta-se como a forma mais econdmica e eficiente para
substituir lavouras infectadas e improdutivas. Uma planta resistente restringe ou
previne a reproducdo do nematdide pela ativacdo de mecanismos de defesa em
resposta a infeccdo pelo nematodide. A resisténcia aos nematodides das galhas pode
envolver mecanismos pré e, ou, pos-infectivos (Huang, 1985). Os mecanismos de
pré-infec¢do limitam a penetracdo dos nematoides das galhas, os quais incluem
fatores morfoldgicos pré-existentes, ou a producao de exsudados radiculares que ndo
atraem ou repelem os J2 (Jatala e Russell, 1972; Huang, 1985). Nos mecanismos
pos-infeccionais ocorre a ativagao de processos fisiologicos e moleculares da planta
que inibi a formagdo do sitio de alimentagdo, previnem ou atrasam o0
desenvolvimento dos J2 e ou a reproducdo do nematoide (Giebel, 1982; Huang,
1985; Anwar & MecKenry, 2000). De uma maneira geral, estes ultimos sdo mais
efetivos no controle dos nematoides do género Meloidogyne.

Uma metodologia com grande potencial, mas pouco explorada nos estudos
sobre mecanismos de incompatibilidade na interacdo patdgeno-hospedeiro,
principalmente para fitonematdides, ¢ a utilizagdo de populacdes (“ragas” ou
“bidtipos”’) de uma mesma espécie de patogeno que diferem quanto a capacidade de
infectar gendtipos de planta hospedeira e ndo hospedeira. Tais estudos podem ser
uteis para esclarecer, pelo menos em parte, os mecanismos envolvidos na resisténcia
do cafeeiro a M. exigua.

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou avaliar a penetragao, o
desenvolvimento pos-infectivo e a reproducdo de populacdes de M. exigua, que
diferem quanto a capacidade de infectar o cafeeiro em cultivares suscetivel e

resistente.

MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido em casa-de-vegetagdo do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa (UFV), localizada na regido da
Zona da Mata de Minas Gerais, com latitude 20° 45° 14” S e longitude 42° 52° 53~
W. Durante o periodo experimental as temperaturas minimas e maximas do ar foram

de 19,6 e 28,3 °C, respectivamente.
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Populagdes de M. exigua

Foram estudadas duas populagdes de M. exigua. A populagdo 1 que foi
coletada em cafeeiro no municipio de Manhuacu, MG, pertencente a raca 2 e
fenotipo de esterase (EST) E2 (Rm 1,60 e 1,90), e populagdo 2, aquela coletada em
seringueira em Sao José do Rio Claro, MT, da raga 3 e fenotipo EST E1b (Rm 1,10 e
1,60). Essas populacdes foram multiplicadas em casa-de-vegetagdo por
aproximadamente um ano em cafeeiro ‘Catuai Vermelho IAC 44’ e em seringueira
clone ‘RRIM 600°, respectivamente. As populacdes foram caracterizadas
bioquimicamente pelo fendtipo de esterase, usando a técnica de eletroforese vertical
em sistema descontinuo, conforme Ornstein (1964) ¢ Davis (1964). O teste

fisiologico para a confirmacao das ragas foi realizado conforme Silva et al. (2007).
Cultivares de cafeeiro e inoculacéo das plantas

Foram utilizadas mudas de cafeeiros das cultivares Catuai Vermelho IAC 44
(suscetivel) e Apoatd IAC 2258 (resistente) no estadio de trés a quatro pares de
folhas completamente desenvolvidas. Para a obtencdo das mudas, sementes foram
colocadas para germinar em bandejas contendo areia previamente esterilizada.
Quando as plantulas encontravam-se no estddio de “palito de fosforo” foram
transplantadas para copos plésticos de 500 mL de capacidade contendo uma mistura
de solo e areia 2:1 (v/v) também esterilizada.

Os ovos de M. exigua foram extraidos segundo o método de Boneti & Ferraz
(1981). Em seguida, os ovos foram incubados com 4gua deionizada em camara de
crescimento a 26 °C para a eclosdo dos juvenis de segundo estddio (J2). Este
procedimento foi realizado segundo o método de Baermann (Baermann, 1917)
modificado, utilizando uma tigela ao invés de funil. Os nematoides eclodidos até 24
horas foram descartados com o objetivo de padronizar a idade dos J2. Durante quatro
dias, os J2 foram coletados diariamente e a suspensdo foi calibrada em camara de
contagem de Peters para a concentragdo de 500 J2 por mL de dgua. Quando as mudas
atingiram o estadio de trés a quatro pares de folhas completamente desenvolvidas
procedeu-se a inoculacdo com 2000 J2 por planta, distribuidos em trés orificios,
eqiiidistantes situados a 1 cm do caule, a uma profundidade de aproximadamente 3

cm.
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Apo6s 48 h da inoculagdo, as plantas foram removidas dos copos plasticos e
suas raizes lavadas para eliminar J2 que ainda ndo haviam penetrado, visando
padronizar a idade dos J2 em dois dias. Em seguida, cada planta foi transferida para
vaso de argila com volume de 2 L, preenchido com solo ¢ areia (2:1) previamente

esterilizado.
Analise da penetracao e desenvolvimento de M. exigua

Trés plantas de cada cultivar foram colhidas de dois em dois dias até o
décimo dia, mas a partir dai foram colhidas aos 15, 20, 30 e 40 dias apds a
inoculacdo. A localizacdo dos diferentes estadios de desenvolvimento do nematdide
nas raizes foi realizada pela coloragdo in situ (Byrd et al., 1983) com algumas
modificacdes. As raizes foram retiradas cuidadosamente do solo e lavadas em agua
corrente, e em seguida, foram mergulhadas em solucao de hipoclorito de sédio a 2%,
durante 12 minutos. Apds esse periodo, as raizes foram lavadas em agua corrente por
30 a 45 segundos para retirar o excesso de hipoclorito de sddio e colocadas em agua
por 15 minutos. As raizes foram transferidas para um recipiente contendo solugdo
quente de 120 mL de dgua e 4 mL de solugdo corante (75 mL de 4dgua destilada, 25
mL de acido acético glacial e 350 mg de fucsina acida) e mantidas por 30 segundos
ap6s fervura. Depois de esfriar até a temperatura ambiente, as mesmas foram lavadas
em 4agua corrente para remover o excesso de corante e colocadas em 20 a 30 mL de
glicerol acidificado com algumas gotas de acido cloridrico (HCI 5N), e novamente
foram colocadas para aquecer até o inicio da fervura. As raizes de todo o sistema
radicular foram espalhadas em um filme de glicerina entre duas laminas de vidro (7,5
X 2,5 cm) e analisadas em microscopio de luz (Carl Zeiss Axio Imager Al), para
avaliacdo do numero e o estadio de desenvolvimento dos nematdides no interior das

raizes.

Analise da reproducéo

Aos 50 DAL, avaliou-se também a reproducdo do nematdide em seis plantas
de cada tratamento. Para averiguar a viabilidade do in6culo das populacdes de M.
exigua 1 e 2, avaliou-se a sua reprodu¢do em mudas de pimentdo ‘Early California
Wonder’ e de seringueira clone RRIM 600, respectivamente. As plantas de pimentao

apresentaram nimero médio de ovos de 11260, e a seringueira 5984 ovos.
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Analise histopatoldgica

Foram amostrados fragmentos de raizes contendo nematoides colhidas aos 2,
4 e 6 DAI, das trés repeticdes por tratamento. Para facilitar a localizacdo do
nematoide nas raizes utilizou-se a coloracdo com fucsina acida (Byrd et al., 1983)
com as modificagdes ja mencionadas. Para cada época de avaliacdo, foram cortados e
selecionados trés fragmentos de raiz (0,5 a 1,0 cm). Para inclusdo em resina, as
secoes de raizes foram fixadas em glutaraldeido 2,5% preparado em tampao
cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,2, por 12 horas. Apods esse periodo, as amostras
foram lavadas com o mesmo tampao para retirar o excesso do fixativo, e pos-fixadas
com tetréxido de osmio a 1%. A seguir, foi realizada a desidratacdo em série
alcodlica (30, 50, 70, 80, 95 e 100%) duas vezes de 15 minutos cada. Na etapa
subsequente, as amostras foram embebidas em resina Spurr. Apds a infiltragdo, as
raizes foram dispostas em formas plésticas planas contendo resina e levadas para
polimerizacdo em estufa (65 °C por 12 horas). Se¢des semifinas de cortes
transversais das raizes, com espessura variando de 0,5 a 1,5 um, foram obtidas por
meio de ultramicrétomo. Os cortes semifinos foram corados com azul de toluidina
0,05% em tampao acetato (pH 4.,7) para observacdo ao microscopio de luz (Carl

Zeiss Axio Imager Al).

Delineamento experimental e andlise estatistica

O ensaio foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, num
esquema fatorial 2 x 2 (2 cultivares de cafeeiro x 2 populagdes de M. exigua), com
trés plantas de cada tratamento em cada uma das 10 épocas de avaliagdo. Cada
unidade experimental foi composta de um vaso argila contendo 2 kg de material de
solo e uma planta. Os dados referentes ao nimero de individuos em cada avaliagdo e
a reproducdo foram submetidos a analise de variancia e teste de médias utilizando-se

o programa SAEG (SAEG, 2007).
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RESULTADOS

Houve interacdo significativa entre os fatores populacdo do nematodide e
cultivares de cafeeiro, bem como diferenca significativa (P < 0,05) para os fatores
isolados.

O numero de individuos de M. exigua que penetraram nas raizes de cafeeiro,
o estadio de desenvolvimento e a reproducdo diferiram (P < 0,05) entre as duas
cultivares (Tabela 1). Um maior numero de J2 (P < 0,05) da populagdo 1 (oriunda de
cafeeiro) penetrou nas raizes das plantas da cultivar suscetivel Catuai Vermelho IAC
44 (Catuai) comparado ao da resistente Apoatd IAC 2258 (Apoatd). J& para a
populagdo 2 (de seringueira) ndo houve diferenga significativa (P > 0,05) na
quantidade de J2 que penetraram nas raizes das duas cultivares.

Aos 2 e 4 DAI foram observados varios aglomerados de J2 da populagdo 1
nas extremidades das raizes finas de ‘Catuai’ (Figura 1A), o que nao foi observado
nos demais tratamentos. A partir do sexto DAI, a maior parte dos J2 encontravam-se
proximo ao feixe vascular em raizes das plantas de ‘Catuai’. Os nematoides
apresentavam-se em varias posi¢cdes em relagdo ao cilindro vascular (perpendicular,
paralelo, inclinado, dentre outras) (Figura 1B). Nessa época, ocorreu significativa
reducdo (P < 0,05) no numero de nematodides nas raizes dos cafeeiros ‘Apoatd’ em
relacio a primeira avaliagdo nas plantas inoculadas com a populacio 1.
Diferentemente, somente a partir do décimo DAI ocorreu uma diminui¢ao
significativa (P < 0,05) do nimero de nematoides nas raizes, quando inoculou-se a
populacdo 2. O aparecimento de galhas radiculares evidentes iniciou-se aos 10 DAI e
foram observadas apenas em plantas de ‘Catuai’, inoculadas com a populagdo 1. Os
primeiros Juvenis de terceiro (J3) e quarto (J4) estadios da populagdo 1, ja exibindo
intumescimento do corpo (forma de salsicha) foram observados em plantas de
‘Catuai’ aos 10 DAI. Em plantas de ‘Apoatd, os mesmos s6 foram encontrados a
partir do vigésimo DAI e em nlimero reduzido. A maioria dos nematoides atingiu o
completo desenvolvimento, fase de fémea adulta, em raizes de ‘Catuai’ aos 30 DAL,
enquanto em Apoatd, os poucos individuos que conseguiram atingir o estadio de
fémea adulta ocorrera aos 40 DAI. Nao foram observados nematoides nos estadios de
J3, J4 ou fémeas nas plantas das duas cultivares de cafeeiro, quando inoculou-se a

populacdo 2, procedente da seringueira.
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Tabela 1. Numero médio de nematoides, em diferentes estadios de desenvolvimento, das popula¢des de Meloidogyne exigua oriundas de cafeeiro (=
M1) e de seringueira (= M2) em raizes de cafeeiros ‘Catuai Vermelho IAC 44’ e ‘Apoatd IAC 2258, dos dois aos 40 dias apds a inoculagdo

2 DAI 4 DAI 6 DAI 8 DAI 10 DAI
Cultivar Estadios
Ml M2 Ml M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2
2 186 132 190 99 163 102 146 87 149 55
J3el4 0 0 0 0 0 0 0 0 18 0
Catuai
Fémea 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total' 186 aA’ 132 bA 190 aA 99 bA 163 aA 102 bA 146 aA 87 bA 167 aA 55 bA
2 104 89 88 84 62 73 32 74 18 51
J3el4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Apoatd
Fémea 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 104 aB 89 bB 88 aB 84 aA 62 aB 73 aB 32bB 74 aA 18 bB 51aA
...Continua¢ao
15 DAI 20 DAI 25 DAI 30 DAI 35 DAI 40 DAI
Cultivar  Estadios
Ml M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2
12 41 38 22 32 21 28 26 22 9 6 6 0
J3el4 77 0 108 0 88 5 33 1 18 0 16 0
Catuai
Fémea 0 0 6 0 39 0 86 0 105 0 99 0
Total 118 aA  38bA 136 aA  32bA 148 aA 33 bA 145aA 23 bA 132aA 6bA 121aA 0DbA
2 16 35 10 33 8 26 3 22 0 8 0 0
J3el4 0 0 6 0 4 0 4 1 3 0 0 0
Apoata
Fémea 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 4 0
Total 16 bB 35aA 16 bB 33 aA 12 bB 26 aA 7 bB 23 Aa 5aB 8 aA 4 aB 0aA
2 Médias seguidas da mesma letra minuscula na linha, e maitiscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

'O total representa o somatério (J2 + J3 e J4 + fémeas)
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Pelo exame microscopico, observaram-se varias alteracdes morfoldgicas na
estrutura interna da raiz quando inoculada com M. exigua (Figura 2A e B). Embora a
migracdo dos J2 ocorresse de forma intercelular, foi observado rompimento da
parede celular e deformacgao de muitas de células. Aos 2 DAI os J2 encontravam-se
na superficie das raizes e, ou, nas primeiras camadas de cé€lulas corticais, devido os
mesmos estarem ainda no processo de penetragdo e migragdo. Nessa época, nao foi
observada nenhuma mudanca estrutural nos tecidos das raizes. Pela analise realizada
aos 4 DALI, foi observado que a maioria dos nematoides ja estavam proximos do
cilindro vascular em plantas da cultivar suscetivel, enquanto que nas plantas
resistentes haviam poucos individuos. Os primeiros sinais de resposta de defesa da
planta foi observada a partir do quarto DAI, tanto para a intera¢do incompativel entre
a populagdo 1 e as plantas de ‘Apoatd’, quanto para a resposta de ndo hospedeira dos
dois gendtipos de cafeeiro com a populagdo 2. Foram visualizadas proximo ao corpo
do nematoide, células deformadas e necrosadas, codensagdao do citoplasma, grande
acimulo de um material que coloriu fortemente com o corante azul de toluidino,
sugerindo a presenca de compostos fenolicos (Figura 2 C e D). A partir do quarto
DAL, na interagdo da populacdo 2 com plantas dos dois gendtipos de cafeeiro, foram
observados nematdides em decomposi¢do nas primeiras camadas de células, proximo

a epiderme e também no coértex (Figura 2 F), porém sem indicios de HR.

Figura 1. Juvenis de Meloidogyne exigua em raizes de cafeeiro ‘Catuai Vermelho IAC 44°. A:
Aglomerado de J2 na extremidade da raiz. B: Juvenis apos o estabelecimento do sitio de alimentaggo
em diversas posi¢des no cilindro vascular.
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A populacdo 1 de M. exigua oriunda de cafeeiro induziu a formacao de
muitas de galhas (76) e a producdo de grande quantidade de ovos (5460) em plantas
da cultivar suscetivel, enquanto que em plantas da cultivar resistente, apesar de ter
ocorrido a formacao de algumas poucas galhas, média de 3, nao houve a producao de
ovos. Individuos da populagdao 2 ndo induziram a formacdo de galhas e nem a

producdo de ovos em ambos os genotipos de cafeeiro.

37



Figura 2. Fotomicrografias de se¢des finas da raiz de Coffea canephora ‘Apoata
IAC 2258’ coradas com azul de toluidina aos 6 dias apoés a inoculagdo. A-D -
populacdo de Meloidogyne exigua de cafeeiro e E-F - de seringueira. A: cilindro
vascular de raiz sadia e B: cilindro vascular de raiz com o nematoéide ocorrendo
desorganizacao celular. C: células deformadas contendo compostos fenolicos (CF);
D: Detalhes da reagdo de hipersensibilidade (HR), morte celular (MC), condensagdo
do citoplasma (CC); E-F nematdides em decomposicio na epiderme e no
parénquima sem evidéncias de HR. Escala da barra: A = 100 um; B =40 um; E =
30umC,DeF=15 um.

38



DISCUSSAO

Pelos resultados obtidos observou-se que a penetracdo, o subseqiiente
desenvolvimento e a reproducdo de M. exigua foram afetados pelo genotipo do
cafeeiro. O comportamento da populacao 1 de M. exigua, procedente de cafeeiro, em
relacdo a penetragcdo, o desenvolvimento, os sintomas e a reprodugdo em raizes de
cafeeiro suscetivel foram semelhantes aos observados em estudos anteriores
(Mendes, 1977; Lima et al., 1985; Anthony ef al., 2005). Os J2 penetraram na regido
de alongamento celular, nas extremidades de raizes finas logo antes da coifa e
migraram intercelularmente pelo cortex em direcdo ao cilindro vascular, onde a
maioria destes J2 conseguiu estabelecer o sitio de alimentacdo. Apds o
estabelecimento, o nematdide passou por algumas fases de desenvolvimento,
avolumou-se até¢ atingir o estadio de fémea adulta, onde apresentava o formato
globoso semelhante a de um limdo ‘tahiti’. Apesar de M. exigua poder reproduzir
facultativamente por anfimixia, ndo foi encontrado macho dentro das raizes.
Simultaneamente, a partir do décimo DAI, houve a inducdo de tipicas galhas
radiculares, pequenas, arredondadas e na extremidade das raizes adventicias, porém,
sem a ocorréncia de necroses. Por volta dos 30 DAI ocorreu a produgao de ovos,
envolvidos em uma matriz gelatinosa, localizada, predominantemente, no interior do
cortex da raiz.

Foi observado que cerca de 70% dos J2 que penetraram nas raizes do cafeeiro
suscetivel, estabeleceram o sitio de alimentacdo e se desenvolveram até atingir o
estadio de fémea adulta. Os outros 30% permaneceram vermiformes no cortex da
raiz e foram incapazes de induzir a formagdo de células gigantes. Isto se deve,
provavelmente, ao fato de que a energia corporal do J2, principalmente, o conteido
lipidico acumulado durante o desenvolvimento embrionario (Lee & Atkinson, 1977),
possibilitou apenas a penetracdo, ndo foi suficiente para o estabelecimento do sitio de
alimentagdo. Para obter sucesso no processo infectivo, durante a patogénese, os J2 de
Meloidogyne spp. necessitam pelo menos 50% de lipidio no contetido corporal (Van
Gundy et al., 1967).

Na interacdo incompativel, envolvendo a populacdo 1 coletada em cafeeiro e
a cultivar resistente Apoatd, houve uma drastica reducdo na quantidade de
nematodides dentro das raizes alguns dias apos a penetragdo, isso sugere a ocorréncia

de emigragao dos J2 de M. exigua, em resposta aos mecanismos de resisténcia do
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cafeeiro. Segundo Huang (1985) em algumas plantas resistentes pode faltar nutriente
ou outras substancias essenciais para o estabelecimento do nematdide, o que pode
resultar na emigracdo ou atraso no seu desenvolvimento. Com base nessa
observacdo, acredita-se que além da resposta de hipersensibilidade (HR) outros
mecanismos de defesa da planta sdo ativados, os quais ndo necessariamente
provocam a morte do J2, mas impedem o estabelecimento do sitio de alimentagdo. O
fenomeno de emigragdo em funcdo da resposta de defesa da planta também foi
verificado em ‘Apoatd IAC 2258’ inoculado com M. incognita (Oliveira, 2006).

A caracteriza¢do do gene de resisténcia do cafeeiro a M. exigua, denominado
de Mex I (Noir et. al, 2003) e o estudo da heranga da resisténcia, refor¢a a hipdtese
de que essa interacdo segue o modelo da teoria gene-a-gene de Flor (Flor, 1971).
Vem corroborar essa premissa, os resultados obtidos por Rodrigues et al. (2000) e
Anthony et al. (2005), que observaram na cultivar resistente IAPAR 59 alteracdes
celulares, como a reagdo do tipo HR. Estes observaram que no local de tentativa de
estabelecimeto do sitio de alimenta¢do, havia condensacdo do citoplasma, aumento
do tamanho do nucleo e retragio da membrana plasmdtica da parede celular. A
contrastacdo diferencial com azul de toluidina possibilitou a visualizagdo de uma
grande quantidade de material de coloragdao azul escuro proximo ao corpo do
nematdide em decomposi¢do, o que indica a possivel participacdo de compostos
fenolicos como uma das respostas de defesa do cafeeiro a M. exigua.

Pelos estudos envolvendo a interagdo incompativel nematoide x hospedeiro,
observa-se que a HR constitui-se num dos principais mecanismos de defesa da
planta. O grau de hipersensibilidade, o tempo de iniciagdo da HR e o eventual
destino do nematdide dependem da combinagdo patdogeno-hospedeiro (Canto-Saenz
& Brodie, 1987). Esta reacdo ocorreu a partir de 12 horas apo6s a inoculagiao das
raizes de tomateiro com juvenis de M. incognita (DROPKIN, 1969), enquanto que
em citros infectado com Tylenchulus semipenetrans, a mesma pode demorar mais de
duas semanas para ocorrer (Kaplan, 1981). Na associacdo M. exigua-cafeeiro ainda
nao era conhecido o tempo de inicio da reagao de HR. Entretanto, no presente estudo
foi detectado que as primeiras caracteristicas evidentes de HR nesse patossistema
ocorram a partir do quarto dia apds a inoculagdo dos J2.

Resisténcia intermedidria ou incompleta de cafeeiro a M. exigua foi
recentemente sugerida por Alpizar et al. (2007). Os mesmos observaram ao estudar a

reproducdao em linhas puras, resistente e suscetivel, € nos cruzamentos entre essas
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(hibridos F2), diferentes taxas reprodutivas. As linhas hibridas em heterozigose para
o gene de resisténcia proporcionaram maior reproducdo do nematdide do que as
linhas puras em homozigose para essa caracteristica. Os autores concluiram que o
gene Mex-1 pode ter expressao de dominancia incompleta, que permite a penetragao,
mas evita a reprodugdo do nematodide.

No presente estudo, menor nimero de J2 da populagdo 1 penetrou na cultivar
resistente. Aos 2 DAI, havia penetrado aproximadamente 44% menos J2 em raizes
de ‘Apoatd’ em relagdo as de plantas de ‘Catuai’, esse fato levanta a hipotese de que
as raizes da cultivar resistente sdo menos atrativas aos J2 de M. exigua, e, ou, a
mesma possuem na parede celular da epiderme algumas caracteristicas fisicas ou
quimicas que dificultam a penetracdo. Além dos mecanismos de pré-penetracdo e a
HR, parece que outras respostas de defesa da planta, inclusive, mais importantes do
que estas sdo ativadas durante patogénese, em especial a que acarreta a emigragao
dos J2. Vale ressaltar que aos 10 DAI foi encontrado em raizes de plantas da cultivar
resistente, apenas 17,3% do ntimero de J2 observado na mesma aos 2 DAL Além
desses, outros mecanismos foram ativados, o que provocou inibi¢do e, ou, atraso na
transicdo de juvenis para o estddio globoso ¢ também auséncia de reproducdo do
nematoide. Foi observado que alguns individuos desenvolveram, porém mais
lentamente, chegando a atingir ao estddio de fémea adulta, a cerca de 40 DAIL No
entanto, nao ocorreu a reproducdo do nematoide, pois ndo foram encontrado ovos.

Apesar do cafeeiro ser o hospedeiro tipo de M. exigua, e de ter ocorrido a
penetracao do J2, nao houve desenvolvimento e reproducao da populacao 2, oriunda
de seringueira. Estudos anteriores j& haviam revelado a incapacidade desse bidtipo de
M. exigua em induzir a formacao de galhas e producdo de ovos em cafeeiro (Santos,
1997; Carneiro & Almeida, 2000; Silva et al., 2007), independente do genotipo de
cafeeiro analisado (Silva et al., 2007). Com base nos resultados deste estudo, sabe-se
que ocorre apenas a penetragdo e que a resposta de planta ndo hospedeira, no caso do
cafeeiro, a essa populacdo, difere daquela da planta resistente. A planta ndo
hospedeira foi mais eficiente inibindo o estabelecimento do sitio de alimentacdo e o
conseqiiente desenvolvimento do nematdide.

Conclui-se que a resisténcia do cafeeiro a M. exigua ndo ¢ devida apenas a
HR, como sugerida em estudos anteriores, mas existe um conjunto de respostas de
defesa, tanto constitutivas quanto induzidas ap6s a penetragdo do nematdide que inibi

a formacao do sitio de alimentagdo, provoca a emigragao dos J2 e atrasa ou inibi o
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desenvolvimento e a reprodugao do nematodide. Diante do exposto, verifica-se ainda a
necessidade de se estudar os mecanismos bioquimicos de resposta de defesa do

cafeeiro, desencadeados nas diferentes etapas da infec¢do por Meloidogyne exigua.
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CAPITULO 2

Silicio em raizes de cafeeiro e seu reflexo no controle de Meloidogyne

exigua

RESUMO

Trabalhos preliminares sob condigdes de campo demonstraram o efeito
positivo do silicio (Si) no controle de Meloidogyne spp. Devido a ndo quantificagao
da populacdo inicial do nematoide e a falta de controle nos niveis de Si dos solos
utilizados, estudos mais refinados eram necessarios para comprovar esse fato. Assim,
objetivou-se avaliar a penetracdo, o desenvolvimento e a reproducao de Meloidogyne
exigua, bem como o acumulo de matéria seca, Si e Ca em raizes de mudas de
cafeeiro ‘Catuai Vermelho IAC 44’ ¢ ‘IAPAR 59’ (suscetivel e resistente) supridas
com silicato de calcio (SC). Foi utilizado um solo deficiente em Si (11,8 mg/Kg), no
qual adicionaram-se as doses de 0 e 1,25 g de SC/Kg de solo. Com a finalidade de
equilibrar o teor de Ca, adicionaram-se 0,97 g de carbonato de calcio (CC)/Kg de
solo no tratamento sem o SC. Ap6s 30 dias de incubagdo a 30 °C, mudas de cafeeiro
com 3-4 pares de folhas foram transplantadas para vasos plasticos contendo 1,0 Kg
de solo. A inoculagdo com 5000 ovos de M. exigua por planta foi realizada aos 15
dias apds o transplantio. O delineamento experimental foi o DIC com 6 repetigdes.
Aos 5, 10 e 15 dias apos a inoculagdo (DAI) quantificou-se a penetragdo e o
desenvolvimento do nematoide, e aos 120 DAI, avaliaram-se a matéria seca da parte
aérea (MSPA) e das raizes (MSR), o numero de galhas (NG) e de ovos (NO), e o teor
de Ca e Si nas raizes. Os solos incubados com SC (CaSiO;3) ou CC (CaCOs)
apresentaram o mesmo valor de pH (6,2) aos 30 dias apods a incubagdo. As variaveis
estudadas foram influenciadas positivamente pela adi¢do do Si em plantas de
‘Catuai’ com excecdo do teor de Ca. O teor de Si e Ca foram de 1,01 e 0,93%,
respectivamente. As primeiras evidéncias cientificas do efeito positivo da adi¢do do
Si no solo para o controle de M. exigua em cafeeiro foram apresentadas, além desse
constituir o primeiro relato do acumulo de Si em raizes dessa espécie. O teor de Si na
raiz pode ser considerado elevado por tratar-se de uma dicotiledonea e demonstra o

efeito promissor desse elemento num sistema de manejo de M. exigua em cafeeiro.
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INTRODUCAO

Atualmente, Meloidogyne exigua ¢ a espécie dos nematdides das galhas mais
disseminada e com maior distribui¢do geografica em areas de cultivo de café¢ do tipo
arabica na América Latina, principalmente no Brasil (Gongalves & Silvarolla, 2001;
Campos & Villain, 2005; Castro et al., 2008). Em Minas Gerais, principal poélo
produtor do pais, estima-se que esse patdgeno esteja presente em mais de 50% das
propriedades cafeeiras e praticamente em todos os municipios onde se cultiva o
cafeeiro. Assim, M. exigua apesar de ser menos agressiva que M. incognita ¢ M.
paranaensis, outras espécies de nematoides das galhas que parasitam o cafeeiro, ¢
certamente a responsavel pelos maiores prejuizos totais a cafeicultura nacional. Esta
espécie chegou a causar redug¢do de 58% no desenvolvimento de mudas de cafeeiro
sob condicdo de casa de vegetacdo na Costa Rica (Rodrigues et al., 1995) e perdas na
produtividade da ordem de 45% em cafezais do noroeste do Estado do Rio de Janeiro
(Barbosa et al., 2004).

As perdas devidas ao parasitismo de M. exigua ocorrem principalmente
devido a mudangas anatomicas nas raizes, como o desenvolvimento de células
gigantes e, ou a formacgao galhas, resultante da hipertrofia e hiperplasia de células do
cilindro central que comprimem os vasos do xilema, reduzindo assim, a absor¢do e
transporte de agua e nutrientes (Kirkpatrick et al., 1991). O sitio de alimentacdo
constitui-se num sério dreno metabolico de fotoassimilados causando um atraso no
desenvolvimento da planta. Na interagdo compativel com o cafeeiro, M. exigua induz
a formacao de tipicas galhas radiculares: pequenas, arredondadas, quase sempre nas
extremidades das raizes finas ¢ com massas de ovos internas (Mendes et al., 1977,
Lima et al., 1985), sem, contudo, causar necrose. Sob condi¢do de alta populacio do
nematodide em seus tecidos, a parte aérea da planta exibe os sintomas de
subdesenvolvimento, clorose, desfolha e pode até mesmo culminar com a morte de
planta, quando exposta a longo periodo por estresse hidrico ou por geadas (Campos
& Villain, 2005).

Devido as preocupagdes com o ambiente, a seguranca dos aplicadores e saude
publica, o custo elevado dos nematicidas e a recente proibicdo do brometo de metila,
intensificaram-se a busca por métodos alternativos de controle de fitonematoides nas
principais culturas exploradas economicamente. A utilizagao do silicio (Si) pode ser

uma estratégia de controle interessante a ser explorada no manejo integrado de
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nematoides, pois o uso adequado da nutrigdo mineral das plantas leva ao aumento na
resisténcia e, ou, tolerancia as doengas (Marschner, 1995).

Apesar do Si ndo ser ainda considerado um elemento essencial, 0 mesmo
pode em determinadas plantas, acumular-se em quantidade superior a de alguns
macronutrientes, tal como o nitrogénio, o fosforo e o potassio (Epstein, 1999). O
efeito benéfico do Si ¢ observado no desenvolvimento e na produtividade de
determinadas culturas, principalmente das familias Poaceae, Gramineae e
Cyperaceae, o qual também participa como potencializador de resisténcia das plantas
as diversas doengas e pragas (Savant et al., 1997b; Datnoff et al., 2007). Além disso,
esse elemento reduz a toxidade por manganés e aluminio e, reduz a taxa de
transpiragdo sob condi¢des climaticas adversas (Epstein, 1999). Mesmo em
dicotiledoneas, consideradas ndo acumuladoras, o Si mostrou efeito positivo no
controle de algumas doengas, tais como a mancha de oidio (Podosphaera fuliginea)
em pepino (Fawe et al., 1998) e a cercosporiose (Cercospora coffeicola) em cafeeiro
(Pozza et al., 2005), dentre outras.

Outro ponto positivo € a corre¢do da acidez do solo por meio do emprego de
silicatos, que proporcionam resultados semelhantes aos do carbonato e do hidréxido
de célcio (Barnette, 1952). O mesmo aumenta o pH, eleva os niveis de calcio,
diminui os efeitos toxicos do ferro, manganés e do aluminio trocdveis na solu¢do do
solo, além de aumentar a saturagdo por bases.

Praticamente ndo existem trabalhos a respeito do papel do Si no controle de
fitonematoides. Em um dos raros trabalhos, as cultivares de arroz que apresentavam
maior nivel resisténcia a Meloidogyne graminicola, também apresentaram maior teor
de silica nos seus tecidos (Swain & Prasad, 1988). Considera-se a hipdtese de que o
Si possa atuar de alguma forma na resisténcia ao nematodide. Em trabalhos
preliminares de campo, o silicato de calcio teve efeito positivo no controle de
Meloidogyne exigua em cafeeiro (Dutra et al., 2004). Porém, estudos mais refinados
sdo necessarios para confirmar tal fato e, caso positivo, analisar quais seriam os
mecanismos de resisténcia potencializados por esse elemento.

No presente estudo objetivou-se avaliar a penetragao, o desenvolvimento ¢ a
reprodugdo de M. exigua, bem como o teor de Si e Ca em raizes de mudas de

cafeeiro ‘Catuai Vermelho IAC 44’ e ‘IAPAR 59’, supridas com silicato de célcio.
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MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido em casa-de-vegetagdo do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa, localizada na regido da Zona da
Mata de Minas Gerais, com latitude 20° 45° 14" S e longitude 42° 52° 53" W.
Durante o periodo experimental as médias das temperaturas minimas e maximas do

ar foram de 20,8 e 29,4 °C, respectivamente.

Material de Solo

Foram utilizados os primeiros 20 cm do perfil de um solo pertencente a classe
Latossolo Amarelo acrico tipico (Embrapa, 1999), de textura argilosa, coletado no
municipio de Uberlandia, Minas Gerais. Essa classe de solo foi escolhida, dentre
outras caracteristicas, por apresentar baixos teores de Si disponivel (11,8 mg/Kg),
natureza acrica e elevado indice de intemperismo, caracteristicas especificas de solos
deficientes em Si (Tabelas 1). As analises fisicas e quimicas do solo foram realizadas

conforme Silva (1999).

Tabela 1. Caracteristicas fisicas e quimicas, da camada de 0 a 20 cm superficiais do
Latossolo Amarelo acrico tipico, coletado no municipio de Uberlandia, MG.

Analise Fisica

Areia Grossa Areia Fina Silte Argila Classe Textural
dag/Kg
34 6 7 53 Argiloso
Analise Quimica
pH Si P K Al Ca Mg H+AI® SB t T V m M.O.
KCl mg/Kg --mg.dm-- 08To) NG 1 ¢ e —— % --- dag/Kg
4,8 1,8 05 13 o1 00 00 38 01 02 39 20 405 2,3

Fonte, doses de silicio e adubac¢do das mudas de cafeeiro

Utilizou-se como fonte de silicio o produto comercial Vansil W-10
(Volastonita, CaSiO3), livre de contaminantes como o ferro e fosforo, adquirido da
Empresa Ipiranga Comercial Quimica (S3o Paulo). As caracteristicas quimicas desse
produto sdo: poder relativo de neutralizagdo (PRNT) de 77%, teor total em SiO, de
51,9% (correspondendo a 24,2% de Si) e teor total em CaO de 43,4%
(correspondendo a 31% de Ca).
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As doses de Volastonita utilizadas foram 0 e 1,25 g/Kg de solo,
correspondendo, respectivamente a 0 e 0,30 g Si/Kg de solo. Com a finalidade de
padronizar o teor de célcio (Ca) presente nos vasos com Volastonita na dose de 1,25
g/Kg, foram utilizados 0,967g de carbonato de célcio (PRNT 100%, Ca 40%), nos
vasos que nao receberam Volastonita. Com este procedimento, os teores de célcio
oriundos da Volastonita e do carbonato de célcio ficaram padronizados em 0,387
g/vaso. Assim, apenas o teor de Si variou entre os tratamentos. A acidez do solo foi
corrigida com volastonita ou carbonato de célcio, visando elevar a saturacdo de bases
(V) para 50%. Em seguida, o solo foi incubado em sacos plésticos a temperatura de
30 °C, por um periodo de 30 dias e a umidade foi mantida constante. Apos o periodo
de incubacdo, foram coletadas amostras de material de solo desses vasos para andlise
quimica.

Os solos incubados com volastonita ou carbonato de célcio apresentaram o

mesmo valor de pH (6,2) aos 30 dias apds a incubagado (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas quimicas do solo determinadas apos o periodo de incuba¢do com
as doses de volastonita e carbonato de calcio.

Anadlise Quimica

Volastonita CaCO; pH P K Ca* Mg” AP H+Al SB CTC CTC V m
® @M

g/vaso H,0 mgdm’ e Lo R — - % --
0,00 097 62 10 13 15 00 00 1,80 1,53 1,50 3,33 46 0
1,25 0,000 62 10 14 15 00 00 1,8 1,54 154 329 47 0

No transplantio das mudas de cafeeiro, realizou-se a adubagao inicial do solo,
com a adi¢do de 3 g de superfosfato simples, 500 mg de cloreto de potassio e 220 mg
de sulfato de amonia por vaso (CFSEMG, 1999). A cada 15 dias, eram aplicados 30
mL por vaso de solugdo nutritiva completa de Hoagland’s (Hoagland & Arnon,

1950).
Populacdo de M. exigua

A populagdo de M. exigua foi coletada em cafeeiro no municipio de Canaa,
MG, e cultivada em mudas de cafeeiro ‘Catuai Vermelho IAC 44’ por
aproximadamente um ano. Foi caracterizada como raca 1 e fenotipo de esterase

(EST) E1 (Rm 1,60) (Ornstein, 1964; Davis, 1964; Silva et al., 2007).
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Cultivares de cafeeiro e inoculagéao das plantas

Foram utilizadas as cultivares ‘Catuai Vermelho IAC 44°, que a partir desse
ponto sera designada ‘Catuai’, e ‘IAPAR 59°, suscetivel e resistente ao nematoide,
respectivamente. Para a obtencdo das mudas, sementes foram colocadas para
germinar em bandejas contendo areia lavada previamente esterilizada. Quando as
plantulas atingiram o estadio de “palito de fosforo”, elas foram transplantadas para
vasos plasticos de 1 L de capacidade, contendo uma mistura de solo mais as
respectivas doses de volastonita ou carbonato de célcio. Quando as mudas de
cafeeiro encontravam-se no estddio de trés pares de folhas completamente
desenvolvidas, as mesmas foram inoculadas com 5000 ovos de M. exigua, extraidos

segundo o método de Boneti & Ferraz (1981).

Analise da reproducéo de M. exigua

Aos 120 dias apos a inoculagdo, quantificaram-se o numero de galhas e ovos
de M. exigua por planta, em seis repeticdes. Apds a contagem das galhas, as raizes
foram submetidas a extragdo dos ovos, e a seguir, os mesmos foram quantificados em

camara de contagem de Peters em microscopio de luz.

Determinacdo da massa da matéria seca e o teor de Si e Ca nas raizes

Ao término dos ensaios, o sistema radicular das seis plantas de cada tratamento
foi coletado para a determinagao do teor de Si e Ca. A seguir as raizes foram secas
em estufa de circulagdo for¢cada a temperatura de 65 °C por 72 horas e determinada a
massa da matéria seca. Apoés a trituracdo das raizes em moinho tipo Wiley, o material
finamente moido foi acondicionado em sacos de papel. O teor de Ca foi determinado
por digestdo nitroperclorica (Johnson & Ulrich, 1959) e o teor de Si segundo a

metodologia proposta por Korndorfer ef al. (2004).
Andlise da penetracgéo e desenvolvimento de M. exigua

Apobs a extragdo dos ovos conforme Boneti & Ferraz (1981), os juvenis de
segundo estadio (J2) foram obtidos segundo o método do funil de Baermann
(Baermann, 1917) modificado, utilizando uma tigela ao invés de funil. Os

nematoides eclodidos até 24 horas foram descartados com o objetivo de padronizar a
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idade dos J2, e por quatro dias, eles foram coletados diariamente (armazenados na
geladeira) e a suspensdo calibrada para 500 J2 por mL de dgua. Quando as mudas
atingiram o estadio de trés a quatro pares de folhas completamente desenvolvidas
procedeu-se a inoculagdo com 2000 J2 por planta, distribuidos em trés orificios,
equidistantes situados a 1 cm do caule, a uma profundidade de aproximadamente 3
cm. Apos 48 h da inoculacdo, as plantas foram removidas dos copos plasticos e suas
raizes lavadas para eliminar os J2 que ainda ndo haviam penetrado, para padronizar a
idade de infec¢ao em dois dias.

Aos 5, 10 e 15 dias apds a inoculagdao (DAI), quantificou-se o nimero e o
estadio de desenvolvimento dos juvenis por planta, em seis repeti¢des. A localizagao
dos diferentes estddios de desenvolvimento do nematdide nas raizes de cafeeiro foi
realizada pela coloracdo com fucsina acida (Byrd et al, 1983) com algumas

modificagdes (vide cap. 1).
Delineamento experimental e analise estatistica

Os ensaios foram instalados em delineamento inteiramente casualizado, num
esquema fatorial 2 x 2, com seis repeticdes por tratamento. Os fatores estudados
foram: duas doses de volastonita e duas cultivares de cafeeiro. Cada unidade
experimental foi composta de um vaso plastico contendo 1 kg de material de solo e
uma planta. O ensaio foi realizado duas vezes, sendo selecionados para a andlise os
dados do segundo ensaio. A andlise estatistica foi processada utilizando-se o

programa SAEG (SAEG, 2007).

RESULTADOS
Massa da matéria seca das raizes (MSR) e da parte aérea (MSPA)

Houve interagdo significativa entre os fatores doses de Si e cultivares de
cafeeiro, bem como diferenca estatistica (P < (),05) para os fatores isolados.

O desenvolvimento do sistema radicular e da parte aérea das plantas de
‘Catuai’ foi maior (P < 0,05) do que as das plantas de ‘IAPAR 59°, independente da
adi¢do do Si no solo (Tabela 3), mas na presenga de Si houve um aumento
significativo (P < 0,05) na MSR e MSPA, de 22,58 e 20,68%, respectivamente. Em
plantas de ‘IAPAR 59°, embora em menor propor¢ao (P < 0,05) do que em plantas
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de Catuai, houve um incremento (P < 0,05) de 12,19 e 14,15%, respectivamente,

para a MRS e MSPA na presenga do Si.

Tabela 3. Matéria seca das raizes (MSR) e da parte aérea (MSPA) de mudas de cafeeiro
‘Catuai Vermelho IAC 44’ (suscetivel) e ‘TAPAR 59’ (resistente), supridas (+Si) ou ndo (-Si)
com silicio, aos 120 dias apos a inoculagdo com Meloidogyne exigua

. MSR (g)' MSPA
Cultivares S (g) < < (2) <
Catuai 1,24 bA 1,52 aA 3,24 bA 3,91 aA
IAPAR 1,06 bB 1,21 aB 2,79 bB 3,13 aB
CV (%) 12,55 14,22

"Médias seguidas pela mesma letra maitiscula na coluna, e minuscula na linha, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV: coeficiente de variag@o.

Teor de Si e Ca nas raizes

Houve interagdo significativa entre os fatores doses de Si e cultivares de
cafeeiro, e diferenca estatistica (P < 0,05) apenas para o fator doses de Si.

O teor de Si nas raizes foi influenciado pelas cultivares de cafeeiro e pela
presenca de Si no solo (Tabela 4). Houve um aumento (P < 0,05) de 152 e 94%,
respectivamente, no teor de Si nas raizes de plantas de ‘Catuai’ e ‘IAPAR 59’ com a
adi¢do desse elemento no solo. Na cultivar Catuai, o teor de Si nas raizes foi superior
a 1% da massa da matéria seca nas plantas supridas com o Si.

A absor¢ao de Ca foi influenciada apenas pela cultivar de cafeeiro, onde o
maior teor foi encontrado (P < 0,05) em raizes das plantas da cultivar Catuai (Tabela

5).

Tabela 4. Teor de silicio (Si) em raizes de mudas de cafeeiro das cultivares Catuai Vermelho
IAC 44 ¢ IAPAR 59, supridas (+Si) ou néo (-Si) com silicio, aos 120 dias apds a inocula¢do
com Meloidogyne exigua

. Si (%)
Cultivares Si (%) S0
Catuai 0,42 bA 1,06 aA
IAPAR 0,33 bB 0,66 aB
CV (%) 9,31

'Médias seguidas pela mesma letra maitiscula, na coluna, e
minuscula, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade. CV: coeficiente de variagao.
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Tabela 5. Teor de calcio (Ca) em raizes de mudas de cafeeiro das cultivares Catuai
Vermelho IAC 44 ¢ IAPAR 59, supridas (+Si) ou ndo (-Si) com silicio, aos 120 dias apos a
inoculagdo com Meloidogyne exigua

Fatores
Cultivares Ca (%)
Catuai 0,89
IAPAR 0,81
Valorde T 2,08%
Silicio
-Si 0,83
+Si 0,88
Valorde T 1,19
CV (%) 5,81

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade. ns = ndo significativo.
CV: coeficiente de variagao.

Efeito do Si na inducéo de galhas e producéo de ovos de M. exigua

Houve interagdo significativa entre os fatores doses de Si e cultivares de
cafeeiro, bem como diferenca estatistica (P < 0,05) para os fatores isolados.

A populagdo de M. exigua induziu a formagao de muitas galhas e a produgao
de grande quantidade de ovos em raizes da cultivar suscetivel Catuai, enquanto que
na cultivar resistente ocorreu a formacao de poucas galhas, média de trés, e reduzido
nimero de ovos, pouco mais de 1% do valor observado em raizes de ‘Catuai’ (Tabela
0).

A adicao de Si no solo nao afetou a formagao de galhas e produgdo de ovos
de M. exigua em plantas da cultivar resistente [APAR 59 (P > 0,05). Houve uma
reducdo de 24,5 e 28,1% no nimero de galhas e de ovos, respectivamente para a

cultivar suscetivel na presenca de Si.

Tabela 6. Numero de galhas (NG) e de ovos (NO) por sistema radicular de mudas de
cafeeiro ‘Catuai Vermelho IAC 44’ (suscetivel) e ‘IAPAR 59’ (resistente), supridas (+Si) ou
ndo (-Si) com silicio, aos 120 dias apds a inoculacdo com Meloidogyne exigua

Cultivares - NG' - NO
-Si +Si -Si +Si
Catuai 149 aA 124 bA 13390 aA 9632 bA
IAPAR 4 aB 2 aB 135 aB 64 aB
CV (%) 24,23 28,56

"Médias seguidas pela mesma letra maitiscula, na coluna, e mintscula, na linha, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV: coeficiente de variagao.
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Efeito do Si na penetracéo e no desenvolvimento de M. exigua

Houve interagdo significativa entre os fatores doses de Si e cultivares de
cafeeiro, bem como diferenca estatistica (P < 0),05) para os fatores isolados.

Um maior niimero (P < 0,05) de J2 de M. exigua penetraram em raizes de
‘Catuai’ em relacdo as de ‘IAPAR’ (Tabela 7). A adi¢ao de Si reduziu (P < 0,05) a
quantidade de individuos que penetraram, tanto no cafeeiro suscetivel quanto no
resistente. Aos 10 DAI apenas em raizes de ‘Catuai’ foram observados individuos de
M. exigua em estadio posterior a J2. Nessa época, ocorreu drastica reducao da
quantidade de J2 dentro das raizes da cultivar IAPAR 59, indicando que houve a
emigracdo dos nematoides para o solo. Aos 15 DAI, cerca de 80% do numero de J2
que haviam penetrado em raizes do cafeeiro suscetivel encontravam-se nos estadios
J3 ou J4, enquanto que na cultivar resistente menos de 10% atingiram essas fases de

desenvolvimento.

Tabela 7. Populagido de Meloidogyne exigua em diferentes estadios de desenvolvimento em
raizes de cafeeiro das cultivares Catuai Vermelho IAC 44 (suscetivel) e IAPAR 59
(resistente), supridas (+Si) ou ndo (-Si) com silicio, aos 5, 10 e 15 dias ap6s a inoculagio
(DAI)

. o 5 DAI' 10 DAI 15 DAI

Cultivares  Estadios S TS S0 TS0 S0 TS

2 146 108 139 86 21 24

Catuai J3el4 0 0 17 12 113 77
Total 146 aA 108 bA 156 aA 99 bA 134aA 101 bA

2 102 81 28 23 13 10

IAPAR J3eld 0 0 0 0 16 12
Total 102aB 81 bB 28 aB 23 aB 29 aB 22 aB

"Médias seguidas pela mesma letra maiuscula, na coluna, e mindscula, na linha, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. J2, J3 e J4 = juvenis de 2°, 3° e 4° estadio,
respectivamente.

20 ntmero de J2, J3 e J4 foram somados para se obter o total de individuos no interior das raizes.

DISCUSSAO

Foram obtidas as primeiras evidéncias cientificas do efeito positivo do Si no
controle de M. exigua em cafeeiro. Apesar de nao ser considerado um nutriente
essencial para as plantas, o Si atingiu teor superior a 1% da massa raizes (MSR) das

plantas da cultivar ‘Catuai Vermelho IAC 44°. Este constitui-se o primeiro registro
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do teor de Si em raizes de cafeeiro. Vale ressaltar que o Ca, um macronutriente
essencial ao cafeeiro, apresentou teor médio de 0,93% na MSR. As plantas supridas
com Si exibiram maior desenvolvimento do sistema radicular e da parte aérea,
quantificados pela MSPA e MSR. O Si também teve influéncia na taxa de penetragao
dos J2 de M. exigua em raizes de ‘Catuai’ e ‘IAPAR’, suscetivel e resistente,
respectivamente. Entretanto, apenas em plantas da cultivar suscetivel a presenca
desse elemento reduziu o numero de galhas e de ovos. O fato do Si ndo ter interferido
na reproducdo do nematdide em raizes de plantas da cultivar IJAPAR 59 deve-se
provavelmente ao elevado nivel de resisténcia genética natural da mesma, conferida
pelo gene Mex I, procedente de C. canephora. Entretanto, nesta cultivar houve a
producdo de ovos de aproximadamente 1% em relacdo a suscetivel. Assim, ndo
apresentou resposta de imunidade a M. exigua, como observado para a cv. Apoatd
IAC 2258 (Silva et al., 2007).

A redugdo nos numero de galhas e de ovos nas plantas de ‘Catuai’ supridas
com Si udo ocorreu, provavelmente, devido a atua¢do de mecanismos de resisténcia
de natureza mecanica e ou bioquimicos potencializados pelo Si, que atuam
principalmente na fase de penetracdo, uma vez que maior quantidade de J2 de M.
exigua estava presente nas plantas ndo supridas com esse elemento. Este fato foi
mais evidente na cultivar suscetivel. Provavelmente a adi¢do do Si acarretou
mudangas na constitui¢do quimica e, ou, fisica da parede celular da raiz, de maneira
que a mesma dificultasse a penetragdo dos J2. Entretanto, estudos bioquimicos
fazem-se necessarios para comprovar essa hipotese. Pozza et al. (2004) ao estudar a
interacdo Cercospora coffeicola-cafeeiro, observaram menor severidade da doenca
em plantas supridas com Si em relagdo as cultivadas na auséncia desse elemento. Os
autores atribuiram esse efeito ao aumento na espessura da parede celular da face
inferior da folha, em consequéncia da deposicdo de silica, o que dificultaria a
penetracdo do patogeno. Recentemente, em estudo envolvendo o mesmo
patossistema, foi verificado também aumento na concentra¢do de lignina nas folhas
de cafeeiro supridas com silicato de calcio (Botelho, et. al., 2005).

Em plantas da cultivar resistente, apesar de ter ocorrido reducao na taxa de
penetracdo, ficou evidente que o principal mecanismo de resisténcia estd relacionado
com resposta de defesa da planta pos-infeccdo, que impede o estabelecimento do
sitio de alimenta¢do (HR) e acarreta emigragdo dos nematodides para o solo, atraso e

inibicao do desenvolvimento e da reproducao. Oliveira (2006) ao estudar a interagao
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incompativel entre M. incognita e o cafeeiro Apoata, observou também uma dréstica
taxa de emigracdo, porém sem a ocorréncia de HR.

Na literatura, existem diversos relatos do efeito do Si no controle de varias
doencas de planta, principalmente envolvendo fungos fitopatogénicos e
monocotiledoneas (Epstein, 1999; Rodrigues & Datnoff, 2005). Todavia, nos ultimos
anos houve crescente aumento na quantidade de trabalhos com Si em dicotiledoneas,
exibindo também efeitos positivos. Dentre estes, destaca-se o controle do oidio
(Podosphaera fuliginea) em pepino (Fawe et al., 1998), o cancro da haste (Diaporthe
phaseolorum var. meridionalis) em soja (Lima, 1998), antracnose no feijoeiro
(Moraes et al., 2006) e a cercosporiose (Cercospora coffeicola) do cafeeiro (Pozza et
al., 2004). Porém, pouco ¢ conhecido a respeito dos mecanismos relacionados com a
resposta de defesa da planta potencializados pelo Si.

Nos patossistemas onde o papel do Si nas plantas foi mais bem estudado, foi
demonstrado que esse elemento deposita-se e polimeriza na forma de acido
monosilicico abaixo da cuticula, o qual d4 origem a uma dupla camada cuticula-silica
(Yoshida, 1962). Essa dupla camada de cuticula funciona como uma barreira fisica,
conferindo maior resisténcia a penetragdo dos patdgenos. Nos ultimos anos, outros
mecanismos foram propostos, nos quais o Si potencializaria a resisténcia das plantas
a patdgenos. Neste caso, a resposta de defesa da planta ¢ ativada posteriormente a
invasdo do patdgenos, e estd associada com o aumento da habilidade da produgao de
compostos fenolicos, lignina, fitoalexinas e enzimas relacionadas a defesa da planta
(Fawer et al., 1998; Rodrigues et al., 2003, 2005; Fauteux et al., 2005). Contudo, a
natureza da resisténcia mediada pelo Si, em hospedeiro suscetivel, ¢ um fendmeno
complexo, que necessita de analises mais detalhadas a nivel bioquimico e molecular
(Rodrigues et al., 2005).

O silicato de célcio demonstrou eficiéncia semelhante a do calcario na
correcdo da acidez do solo, ou seja, elevou o pH, e aumentou os teores de Ca e
saturacdo por bases, com a vantagem adicional de fornecer o Si. Associadas aos
beneficios a planta, j4 mencionados, o Silicato de calcio apresenta-se como uma boa
alternativa, economicamente viavel, em substitui¢do ao calcario para a correcao do
solo na cultura do cafeeiro. E importante ressaltar que neste caso, faz-se necessario a
adicao na adubacao inicial, junto com o NPK, de uma fonte de Mg.

Estudos anteriores relatam teor foliar de Si em cafeeiro de 0,33 a 0,51%

(Pereira, 2007), enquanto que no caule esse teor variou de 0,44 a 0,65% (Botelho et
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al., 2005). Considerando apenas esses dois trabalhos, o cafeeiro seria classificado
como uma espécie ndo acumuladora de Si (Takahashi et al., 1990). No presente
estudo, foi demonstrado que o Si esta presente preferencialmente nas raizes, cujo teor
médio de Si nas raizes do cafeeiro ‘Catuai’, quando supridas com esse elemento, foi
de mais de 1%. Segundo a classificacdo de Jones & Handreck (1967), o cafeeiro com
esse teor de Si nas raizes seria considerado uma espécie intermedidria quanto ao
acamulo Si, tal como algumas espécies pertencentes as Cucurbitaceae, Urticales e
Commelinaceae (Mitani & Ma, 2005), além de membros das Fabaceae. Ao utilizar o
critério da concentracdo molar Si:Ca, em que valores menores que 0,5 sdo
consideradas para as espécies ndo acumuladoras; entre 0,5 e 1,0 para intermediarias;
e maior do que 1,0 para as realmente acumuladoras (Miyake & Takahashi, 1983; Ma
et al., 2001); o cafeeiro seria classificado como uma planta acumuladora de Si com
relacdo Si:Ca de 1,13. O teor de Si na raiz do cafeeiro pode ser considerado elevado
por tratar-se de uma dicotiledonea e demonstra o efeito promissor desse elemento em

controlar M. exigua.
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CAPITULO 3

Silicio na absorcéo de nutrientes em mudas de cafeeiro infectadas

por Meloidogyne exigua

RESUMO

Ainda nao ¢ conhecido o efeito do Silicio em relagdo ao equilibrio nutricional
de cafeeiro infectado pelo nematdide Meloidogyne exigua. Assim, objetivou-se
avaliar o efeito do Si na absor¢@o de nutrientes em mudas de cafeeiro inoculadas ou
ndo com M. exigua. Foram utilizadas as cultivares Catuai Vermelho IAC 44 e
IAPAR 59, suscetivel e resistente, respectivamente, ¢ uma populacdo de M. exigua
coletada em cafeeiro no municipio de Canad, MG. Inocularam-se 5000 ovos de M.
exigua por muda de cafeeiro com 3-4 pares de folhas. Aos 180 dias apds a
inoculacdo, quantificaram-se o niimero de galhas e ovos do nematoide por sistema
radicular, a massa da matéria seca das raizes (MSR) e da parte aérea (MSPA), ¢ o
teor de macro e micronutrientes. Plantas da cultivar suscetivel supridas com Si
apresentaram um maior desenvolvimento, além da redug¢do em 20,9 e 25,6% no
numero de galhas e de ovos por sistema radicular, respectivamente. A absor¢ao de Si
nao foi afetada pela infeccao da planta pelo nematdide, mas houve diferenga entre os
cultivares. Maior teor desse elemento foi encontrado em raizes das plantas de
‘Catuai’. O teor de N, P, K, Ca, Zn e Fe diminuiram nas raizes das plantas de
‘Catuai’ infectadas por M. exigua, além do teor foliar de N, P, B, Mn e Zn. Nao
houve influéncia da inoculagdo das plantas da cultivar IAPAR 59 quanto ao teor de
nutrientes nas raizes e folhas, mas a adi¢do do Si influenciou positivamente o teor de
N, Si e Mn. Na presenga do Si, ocorreu um maior acimulo de Zn nas raizes e nas
folhas das plantas de ‘Catuai’, principalmente quando infectadas pelo nematoide,
comportamento também semelhante ao observado para o Cu e o Fe. Com base nesses
resultados, verificou-se que o Si apresentou efeito positivo no controle de M. exigua
e na dinamica de alguns nutrientes nas raizes e folhas de cafeeiro. Assim, associada a
uma adubacao equilibrada, recomenda-se a adi¢do de Si no solo para o manejo de M.

exigua em cafeeiro.
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INTRODUCAO

Atualmente, Meloidogyne exigua constitui-se num dos principais patégenos
do cafeeiro. Essa consideracdo advém de ser a espécie de nematdides das galhas mais
disseminada e com maior distribui¢ao geografica em areas de cultivo de café do tipo
arabica na América Latina, principalmente no Brasil (Gongalves & Silvarolla, 2001;
Campos & Villain, 2005; Castro et al., 2008). Por ser um patdgeno biotréfico, M.
exigua alimenta-se exclusivamente do citoplasma de células vegetais vivas. Essa
espécie chegou a reduzir o desenvolvimento vegetativo do cafeeiro em 58%
(Rodrigues & Crozzoli, 1985) e causar perdas na produtividade da ordem de 45%
(Barbosa et al., 2004).

Plantas infectadas pelos nematoides das galhas, de uma maneira geral,
demonstram sintomas tipicos de deficiéncia nutricional, principalmente de nitrogénio
e nutrientes que apresentam uma baixa mobilidade nos tecidos da planta (Vaast et al.,
1998). Isto ocorre, principalmente, devido as mudangas anatdmicas nas raizes,
decorrentes do parasitismo do nematdide. Com o desenvolvimento de células
gigantes e, ou, a formagdo de galhas, resultantes da hipertrofia e hiperplasia de
células do cilindro central, hd& compressao dos vasos do xilema, o que reduz a
absorcdo e o transporte de dgua e nutrientes (Kirkpatrick ez al., 1991). Além disso, as
células gigantes funcionam como um dreno de fotoassimilados, minerais e outros
metabolitos (Williamson & Hussey, 1996). Como consequéncia ocorre redugdo no
teor de nutrientes nos tecidos das plantas (Sijmons et al., 1991), além de
desequilibrio nutricional.

A influéncia do parasitismo dos nematdides das galhas no equilibrio
nutricional do cafeeiro ja foi demonstrada por alguns pesquisadores. No entanto, os
resultados disponiveis sdo inconsistentes e até mesmo contraditérios. A interagcdo de
M. incognita com o cafeeiro acarretou reducdo do teor de P, Mg, Fe, Mn e B, mas
houve aumento no teor de K e Zn (Gongalves et al., 1995). Em estudo preliminar,
Macedo et al. (1974) observaram que a infeccdo da cv. Mundo Novo (Coffea
arabica) por M. exigua, provocou deficiéncia, no conteudo de B e Zn. Boneti et al.
(1982) ao analisar o mesmo patossistema, observaram uma diminui¢do na absor¢ao
pelas raizes de B, Cu, Fe, Mn e Zn, mas sem alteragdo na translocacdo para a parte
aérea. Recentemente, no Hawaii, Hurchanik et al. (2004) verificaram que o

parasitismo de M. konaensis sobre o cafeeiro ‘Tipica’ (C. arabica) ocasionou uma
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reduc¢do no teor de Ca, Mg, P e B nas raizes, enquanto que os teores de Mn, Cu e Zn
aumentaram.

Nos tltimos anos, o manejo nutricional das plantas ¢ utilizado com o objetivo
de aumentar a resisténcia e, ou, a tolerancia as doengas (Marschner, 1995). Nesse
contexto, a utilizagdo do Si pode ser uma estratégia de controle interessante a ser
utilizada no manejo integrado de fitonematoides.

Plantas em ambiente enriquecido com Si diferem das cultivadas em locais
com deficiéncia do elemento, principalmente, quanto a composicdo quimica,
resisténcia mecanica das células, caracteristicas de superficie foliar, tolerdncia aos
estresses abiodticos, e o ataque por patdégenos e insetos (Epstein, 1999).

Conforme observado no capitulo 2, o Si apresentou efeito positivo no
controle de M. exigua em cafeeiro, além de atingir o teor nas raizes superior a 1%.
No entanto, ainda ndo é conhecido o papel desse elemento em relagdo ao equilibrio
nutricional do cafeeiro. Assim, o presente estudo objetivou avaliar o efeito do Si na

absorc¢ao de nutrientes em mudas de cafeeiro infectadas por M. exigua.

MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido em casa-de-vegetagdo do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa, localizado na regido da Zona da
Mata de Minas Gerais, com latitude 20° 45° 14" S e longitude 42° 52° 53" W.
Durante o periodo experimental as médias das temperaturas minimas e maximas do

ar foram de 18,5 e 28,7 °C, respectivamente.

Material de Solo

Foram utilizados os primeiros 20 cm do perfil de um solo pertencente a classe
Latossolo Amarelo acrico tipico (Embrapa, 1999), de textura argilosa, coletado no
municipio de Uberlandia, Minas Gerais. Essa classe de solo foi escolhida, dentre
outras caracteristicas, por apresentar baixos teores de Si disponivel (11,8 mg/Kg),
natureza acrica e elevado indice de intemperismo, caracteristicas especificas de solos
deficientes em Si (Tabelas 1). As analises fisicas e quimicas do solo foram realizadas

conforme Silva (1999).
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Tabela 1. Caracteristicas fisicas e quimicas, da camada de 0 a 20 cm superficiais do
Latossolo Amarelo acrico tipico, coletado no municipio de Uberlandia, MG.

Analise Fisica

Areia Grossa Areia Fina Silte Argila Classe Textural
dag/Kg
34 6 7 53 Argiloso
Anadlise Quimica
pH Si P K Al Ca Mg H+AI® SB t T V m M.O.
KCl mg/Kg --mg.dm’-- FOTLAT0) I 1 R — % --- dag/Kg
4,8 11,8 05 13 o1 00 00 38 01 02 39 20 405 2,3

Fonte, doses de silicio e adubac¢do das mudas de cafeeiro

Utilizou-se como fonte de silicio o produto comercial Vansil W-10
(Volastonita, CaSiO3), livre de contaminantes como o ferro e fosforo, adquirido da
Empresa Ipiranga Comercial Quimica (Sao Paulo). As caracteristicas quimicas desse
produto sdo: poder relativo de neutralizagdo (PRNT) de 77%, teor total em SiO, de
51,9% (correspondendo a 24,2% de Si) e teor total em CaO de 43,4%
(correspondendo a 31% de Ca).

As doses de Volastonita utilizadas foram 0 e 1,25 g/Kg de solo,
correspondendo, respectivamente a 0 e 0,30 g Si/Kg de solo. Com a finalidade de
padronizar o teor de célcio (Ca) presente nos vasos com Volastonita na dose de 1,25
g/Kg, foram utilizados 0,967g de carbonato de célcio (PRNT 100%, Ca 40%), nos
vasos que nao receberam Volastonita. Com este procedimento, os teores de célcio
oriundos da Volastonita e do carbonato de célcio ficaram padronizados em 0,387
g/vaso. Assim, apenas o teor de Si variou entre os tratamentos. A acidez do solo foi
corrigida com volastonita ou carbonato de calcio, visando elevar a saturagao de bases
(V) para 50%. Em seguida, o solo foi incubado em sacos plésticos a temperatura de
30 °C, por um periodo de 30 dias e a umidade foi mantida constante. Ap6s o periodo
de incubagdo, foram coletadas amostras de material de solo desses vasos para analise
quimica.

Os solos incubados com volastonita ou carbonato de célcio apresentaram o

mesmo valor de pH (6,2) aos 30 dias ap6s a incubacao (Tabela 2).

66



Tabela 2. Caracteristicas quimicas do solo determinadas apos o periodo de incubacdo com
as doses de volastonita e carbonato de célcio.

Analise Quimica

Volastonita CaCO; pH P K Ca® Mg" A’ H+Al SB CTC CTC V m

® D
g/vaso H,0 mg.dm” emole.dm > ---eemmeee --% --
0,00 0967 62 10 13 1,5 00 00 1,80 1,53 1,50 3,33 46 0
1,25 0,000 62 1,0 14 1,5 00 00 1,85 1,54 154 329 47 0

No transplantio das mudas de cafeeiro, realizou-se a adubagao inicial do solo,
com a adi¢do de 3 g de superfosfato simples, 500 mg de cloreto de potassio e 220 mg
de sulfato de amonia por vaso (CFSEMG, 1999). A cada 15 dias, foram aplicados 30

mL por vaso de solucdo nutritiva completa de Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950).

Populagdo de M. exigua

A populacdo de M. exigua foi coletada em cafeeiro no municipio de Canaa,
MG, e cultivada em mudas de cafeeiro ‘Catuai Vermelho IAC 44’ por
aproximadamente um ano. Foi caracterizada como raca 1 e fenotipo de esterase

(EST) E1 (Rm 1,60) (Ornstein, 1964; Davis, 1964; Silva et al., 2007).

Cultivares de cafeeiro e inoculacéo das plantas

Foram utilizadas as cultivares ‘Catuai Vermelho IAC 44°, que a partir daqui
sera designada como ‘Catuai’, e ‘IAPAR 59°, suscetivel e resistente ao nematdide,
respectivamente. Para a obtengdo das mudas, sementes foram colocadas para
germinar em bandejas contendo areia lavada, previamente esterilizada. Quando as
plantulas atingiram o estadio de “palito de fosforo”, elas foram transplantadas para
vasos plasticos de 1 L de capacidade, contendo uma mistura do solo mais as
respectivas doses de volastonita ou carbonato de calcio. Quando as mudas de cafeeiro
encontravam-se no estadio de trés a quatro pares de folhas completamente
desenvolvidas, as mesmas foram inoculadas com 5000 ovos de M. exigua, extraido

segundo o método de Boneti & Ferraz (1981).
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Anélise da reproducéo de M. exigua

Aos 180 dias ap6s a inoculagdo, foi quantificado o numero de galhas e ovos
de M. exigua por sistema radicular, nas seis plantas por tratamento. Apds a contagem
das galhas, as raizes foram submetidas a extra¢do dos ovos, € a seguir, 0S mesmos

foram quantificados em camara de contagem de Peters em microscépio de luz.

Determinacdo da massa da matéria seca das raizes (MSR) e da parte aérea
(MSPA), o teor de Si, macro e micronutrientes

Aos 180 dias apds a inoculagdo, o sistema radicular das seis plantas de cada
tratamento foi coletado para a determinag@o do teor de Si e os nutrientes. As raizes e
a parte aérea foram secas em estufa de circulagdo forcada a temperatura de 65°C por
72 horas e determinada a massa da matéria seca. Apods a trituragdo das raizes em
moinho tipo Wiley, o material finamente moido foi acondicionado em sacos de
papel. O teor de calcio foi determinado por digestdo nitroperclorica (Johnson &
Ulrich, 1959) e o teor de Si segundo a metodologia proposta por Korndorfer et al.

(2004). Os demais nutrientes foram analisados conforme Malavolta et al., 1997.
Delineamento experimental e analise estatistica

Os ensaios foram instalados em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2 x 2, com seis repetigdes por tratamento. Para o ensaio dos
nutrientes, os fatores foram duas doses de volastonita e inoculados, ou ndo, com M.
exigua. No ensaio da reproducao, os fatores foram duas cultivares de cafeeiro e duas
doses de Si. Cada unidade experimental foi composta de um vaso pléstico contendo 1
kg de material de solo e uma planta. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o
programa SAEG (SAEG, 2007). Devido as diferentes respostas apresentadas pelos
nutrientes individualmentes aos tratamentos utilizados, optou-se por ndo apresentar,

nas tabelas, a andlise estatistica para os mesmos.
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RESULTADOS
Efeito do Si na formacéo de galhas e producao de ovos de M. exigua

Houve interacao significativa entre os fatores doses de Si e inoculagdo ou ndo
com M. exigua, bem como diferencga estatistica (P < 0,05) desses fatores isolados no
numero de galhas e numero de ovos, em plantas de ‘Catuai’.

A populagdo de M. exigua induziu a formagdo de muitas galhas e alta
producdo de ovos em raizes de Catuai, enquanto que em raizes de ‘IAPAR 59°,
ocorreu a formagao de poucas galhas, média de 4 por planta, e reduzido niimero de
ovos, observando-se menos de 1% do valor encontrado em plantas da cultivar

suscetivel (Tabela 3).

Tabela 3. Numero de galhas (NG) e de ovos (NO) por sistema radicular de mudas de
cafeeiro ‘Catuai Vermelho IAC 44’ (suscetivel) e ‘TAPAR 59’ (resistente), supridas (+Si) ou
nao (-Si) com silicio, aos 180 dias apds a inoculacdo com Meloidogyne exigua

NG' NO
Cultivares
-Si +Si -Si +Si
Catuai 258 aA 214 bA 18976 aA 15122 bA
TAPAR 4 aB 3aB 156 aB 122 aB
CV (%) 22,88 26,44

"Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna, e mintscula na linha, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV: coeficiente de variagio.

Nao houve efeito (P > 0,05) do Si na formacao de galhas e produ¢do de ovos
de M. exigua nas raizes das plantas da cultivar IAPAR 59. Por outro lado, houve
efeito (P < 0,05) na reducao desse nematodide no hospedeiro suscetivel, com queda de

20,9 e 25,6% no numero de galhas e de ovos por sistema radicular, respectivamente.

Efeito do Si MSR e MSPA

Houve interagdo significativa entre os fatores doses de Si e inoculagdo ou nao

com M. exigua, bem como diferenca estatistica (P < (),05) para os fatores isolados.
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O desenvolvimento do sistema radicular ¢ da parte aérea de plantas da
cultivar IAPAR 59 nio foi influenciado (P > 0,05) pela inoculacdo com M. exigua,

mas houve efeito (P < 0,05) positivo do Si nas varidveis MSR e MSPA (Tabela 4).

Tabela 4. Massa da matéria seca das raizes (MSR) e da parte aérea (MSPA) de mudas de
cafeeiro da cultivar resistente IAPAR 59, aos 180 dias ap6s a inoculagdo (PI) ou ndo (PNI)
com Meloidogyne exigua e supridas (+Si) ou ndo (-Si) com silicio

o MSR' MSPA
Silicio
PNI PI PNI PI
- Si 1,78 a A 1,67 aB 3,26 aB 3,18 aB
+ Si 1,87 aA 1,87 aA 3,42 aA 3,51 aA
CV (%) 9,74 8,98

"Médias seguidas pela mesma letra maitscula, na coluna, e minuscula, na linha, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV: coeficiente de variagio.

O parasitismo do nematdide provocou um efeito negativo no
desenvolvimento do cafeeiro suscetivel na presenca do Si, houve aumento
significativo (P < 0,05) na MSR e MSPA, especialmente em plantas ndo inoculadas

com o nematoide (Tabela 5).

Tabela 5. Massa da matéria seca das raizes (MSR) e da parte aérea (MSPA) de mudas de
cafeeiro da cultivar Catuai Vermelho IAC 44, aos 180 dias apods a inoculagdo (PI) ou ndo
(PNI) com Meloidogyne exigua e supridas (+Si) ou ndo (-Si) com silicio

o MSR' MSPA
Silicio
PNI PI PNI Pl
- Si1 3,86 aB 3,24 bB 2,14 aB 1,86 bB
+ Si 4,09 aA 3,78 bA 2,28 aA 2,06 bA
CV (%) 12,97 11,85

"Médias seguidas pela mesma letra maitscula, na coluna, e minuscula, na linha, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV: coeficiente de variagio.

Efeito do Si na absorcao e translocacao de nutrientes

A infec¢do por M. exigua ndo interferiu na absor¢do e transloca¢do do Si em
ambas as cultivares de cafeeiro. O teor de Si nas raizes foi influenciado apenas pela
adicao do elemento no solo, comportamento semelhante foi observado para o teor

foliar desse elemento. Isto ocorreu tanto em plantas da cultivar Catuai (Tabela 6)
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quanto nas plantas da cultivar IAPAR 59 (Tabela 7). Os maiores teores de Si foram
encontrados nas raizes de cafeeiro, e a cultivar Catuai demonstrou ser mais eficiente
em concentrar esse elemento. Houve um aumento de 162 e 94%, respectivamente, no
teor de Si em raizes de plantas da cultivar ‘Catuai’ e ‘IAPAR 59’ com a adig@o desse
elemento no solo. Em ‘Catuai’, o teor de Si nas raizes foi superior a 1% da massa da
matéria seca.

Na cultivar resistente, a infeccdo por M. exigua nao interferiu na absor¢ao e
translocagdo de nutrientes, ja a adi¢do do Si no solo influenciou a absor¢do de N, Fe
e Mn. O N apresentou maior teor nas plantas supridas com o Si, enquanto que para o
Fe e Mn, houve redu¢ao na absor¢ao e, ou, translocacao. Para a cultivar suscetivel a
infec¢c@o pelo nematoide afetou o teor de varios nutrientes tanto no sitema radicular
quanto nas folhas. Em raizes infectadas houve diminui¢do dos teores dos
macronutrientes N, P, K e Ca, enquanto que nas folhas apenas o N ¢ o P foram
afetados. O teor de Mg e S ndo foram alterados tanto nas raizes quanto nas folhas,
independente da inoculagdo ou ndo com o nematdide e da adi¢do do Si no solo. O
mesmo foi observado com a concentracao foliar de K e do Ca.

Com relagdo aos micronutrientes, a absorcdo de Zn pelas raizes foi afetada
negativamente em mudas infectadas por M. exigua. No entanto, na presenga do Si,
ocorreu um aumento no teor de Cu, Fe e de Zn nas raizes, principalmente nas plantas
infectadas. Quanto ao teor foliar, houve redug¢do para o B, Mn e Zn. Nas plantas
supridas com Si, ocorreu um aumento no teor foliar de Zn ¢ Fe nas plantas da

cultivar ‘Catuai’ infectadas por M. exigua.
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Tabela 6. Teor de nutrientes e de silicio (Si) em raizes ¢ folhas de mudas de cafeeiro da
cultivar suscetivel Catuai Vermelho IAC 44, supridas ou ndo com silicio, aos 180 dias apds a
inoculagdo (PI) ou ndo (PNI) com Meloidogyne exigua

Raizes Folhas
Teor (%) Silicio
PNI PI PNI PI
-Si 2,38 1,93 424 3,23
N
+Si 2,40 2,31 4,37 3,43
-Si 0,16 0,11 0,16 0,12
P
+Si 0,16 0,15 0,17 0,16
-Si 2,42 1,98 3,52 3,63
K
+Si 2,27 2,03 3,73 3,82
-Si 1,05 0,84 1,18 1,21
Ca
+Si 1,10 0,78 1,21 1,25
-Si 0,16 0,19 0,12 0,11
Mg
+Si 0,17 0,15 0,14 0,13
-Si 0,26 0,29 0,15 0,12
S
+Si 0,27 0,28 0,14 0,16
-Si 29,08 23,41 15,78 12,98
/n
+Si 30,51 38,12 12,42 19,24
-Si 2663 2383 136,26 127,66
Fe
+Si 2216 4838 104,76 166,74
-Si 28,02 27,86 212,82 189,58
Mn
+Si 24,18 26,00 22230 200,70
-Si 9,84 10,92 14,52 16,02
Cu
+Si 12,91 15,96 12,24 11,62
-Si 26,61 32,24 66,38 53,90
B
+Si 30,36 27,90 62,98 54,24
-Si 0,46 0,44 0,25 0,23
Si
+Si 1,10 0,98 0,51 0,48
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Tabela 7. Teor de nutrientes e de silicio (Si) em raizes ¢ folhas de mudas de cafeeiro da

cultivar resistente IAPAR 59, supridas (+Si) ou nio (-Si) com silicio, aos 180 dias apds a

inoculagdo (PI) ou ndo (PNI) com Meloidogyne exigua

Raizes Folhas
Teor (%) Silicio
PNI PI PNI PI
-Si 2,08 1,96 3,47 3,33
N
+Si 2,14 2,08 3,77 3,71
-Si 0,13 0,12 0,16 0,15
P
+Si 0,14 0,13 0,15 0,15
-Si 2,14 2,10 3,28 3,36
K
+Si 2,20 2,02 3,31 3,60
-Si 0,96 0,93 1,15 1,17
Ca
+Si 0,98 0,84 1,20 1,14
-Si 0,21 0,17 0,13 0,11
Mg
+Si 0,18 0,16 0,13 0,11
-Si 0,26 0,26 0,15 0,14
S
+Si 0,28 0,25 0,15 0,15
-Si 19,26 19,34 12,62 13,32
/n
+Si 22,23 24,28 10,66 11,46
-Si 2215 1674 117,76 119,76
Fe
+Si 1004 1124 97,56 100,20
-Si 29,18 26,04 182,34 186,24
Mn
+Si 30,41 32,10 168,80 169,82
-Si 9,34 8,83 13,21 12,54
Cu
+Si 11,08 9,54 12,16 12,72
-Si 30,26 28,92 47.82 52,33
B
+Si 32,13 32,82 49,14 51,86
-Si 0,33 0,29 0,13 0,11
Si
+Si 0,64 0,66 0,31 0,36
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DISCUSSAO

A resisténcia de plantas a doengas pode sofrer a interferéncia de diversos
fatores ambientais, sendo os nutrientes disponiveis para a planta um desses. O Si
apresentou efeito positivo no controle de M. exigua no cafeeiro suscetivel ‘Catuai’.
Essa caracteristica foi evidenciada tanto na diminui¢do do numero de galhas quanto
no de ovos. Em plantas da cultivar resistente a auséncia do efeito desse elemento se
deve principalmente ao elevado nivel de resisténcia exibido por esse genétipo, que
permitiu a produ¢do de menos de 1% de ovos em relagdao ao genotipo suscetivel.

De uma maneira geral, o papel do Si na reducao de severidades de doengas, ¢
mais evidente em plantas suscetiveis em relagdo aquelas que possuem algum nivel de
resisténcia. (Seebold et al., 2001; Rodrigues et al., 2001) observaram também menor
efeito do Si no controle da queima das bainhas do arroz (Rhizoctonia solani) em
cultivares resistentes. Semelhantemente, Pozza et al (2004) observaram maior nivel
de resposta da adigdo do Si no solo para o controle da cercosporiose do cafeeiro
(Cercospora coffeicola) em plantas da cultivar suscetivel em relacdo as de Icatd que
possuia certo grau de resisténcia.

O parasitismo de M. exigua afetou negativamente o desenvolvimento
vegetativo do cafeeiro suscetivel com reducdo da MSR e da MSPA. Esse efeito
depressivo ja foi relatado por outros autores (Macedo et al., 1974; Santos et al.,
1981; Boneti et al., 1982; Rodrigues & Crozzoli 1995; Silva et al., 2006). Estes
verificaram redugdo no crescimento das mudas da ordem de 18 a 58%, de acordo
com o nivel inicial de in6culo e o periodo de multiplicacdo. No entanto, vale ressaltar
que neste trabalho, quando adicionou-se Si ao solo, a redu¢ao no desenvolvimento do
cafeeiro foi menor, uma clara relagdo entre o maior desenvolvimento do sistema
radicular ¢ a menor reprodugdo do nematdide nas plantas supridas com esse
elemento.

Diversos pesquisadores encontraram diferengas entre plantas infectadas em
relacdo as nao infectadas por nematodides do género Meloidogyne, no que se refere a
absorcao e translocacdo de macronutrientes € micronutrientes. Analises histologicas
de secdes finas de raizes atacadas evidenciaram desorganiza¢do, rompimento e, ou,
obstrucdo das células do xilema no local das galhas, induzidas por Meloidogyne spp,
o que prejudicou o transporte de dgua e nutrientes (Kirkpatrick et al., 1991). Além

disso, as raizes infectadas foram normalmente menores, apresentaram menos
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ramificagdes secundarias e numero reduzido de pelos absorventes. No presente
estudo, o parasitismo de M. exigua causou reducdo na absorcdo de N, P, K e Ca, e na
translocagdo para a parte aérea de N e P, o que explicaria também a redu¢do na MSR
e da MSPA. Resultado semelhante foi obtido por Santos et al. (1981) para o N e Ca
na associagdo de M. exigua e o cafeeiro ‘Mundo Novo’. Segundo Ribeiro (2002), o
cafeeiro ¢ uma cultura muito exigente em nutrientes, com destaque para o N,
essencial para a sintese de proteinas. A deficiéncia desse nutriente tem como
consequéncia redu¢do no desenvolvimento da planta e queda na produtividade. O P,
por sua vez, é necessario para a sintese de ATP, um componente responsavel pelo
fornecimento de energia durante a respiracao para o metabolismo de carboidratos. O
K estd envolvido no processo de abertura e fechamento dos estomatos e participa
como ativador em mais de 50 reagdes vitais, enquanto o Ca participa na constitui¢cdo
da parede celular e é importante no crescimento das raizes (Franco & Mendes, 1949).
Além disso, em cafeeiro, a deficiéncia de Ca estd associada com a reducdo de
clorofila total (Ramalho et al., 1995).

Dentre os estudos realizados para verificar o efeito do parasitismo de M.
exigua sobre o cafeeiro, este constitui-se no primeiro trabalho em que o
comportamento do elemento enxofre (S) foi analisado. No entanto, o teor do mesmo,
tanto no sistema radicular quanto na parte aérea, ndo foi alterado pelos fatores
cultivar, doses de Si e a infec¢do por M. exigua, comportamento semelhante ao
observado para o Mg.

Com relagdo aos micronutrientes, verificou-se redugao na absor¢ao apenas do
elemento Zn em consequéncia da infeccdo por M. exigua. Por outro lado, foram
afetados o teor foliar de B, Mn e Zn. O B tem envolvimento no transporte de
acucares na planta, enquanto o Mn ¢ co-fator enzimatico de enzimas necessarias ao
metabolismo normal das plantas. O Zn ¢ essencial para sintese do triptofano que ¢
precursor do acido indol-acético. Macedo et al. (1974) verificaram em cafeeiro
‘Mundo Novo’ infectado por M. exigua, diminui¢do no teor foliar de Zn de
aproximadamente 400%. Entretanto, vale salientar, que a avaliagdo realizada por
esses autores ocorreu aos 420 dias apds a inoculagdo, ou seja, 240 dias a mais que no
atual estudo. E possivel que a redugdo desse nutriente esteja relacionada com o
periodo de infec¢do do cafeeiro pelo nematdide. Na regido cafeeira de Kona no
Havai verificou-se que a deficiéncia de Zn nos cafeeiros foi devido a infec¢ao por M.

konaensis (Hurchanik et al., 2004). Os autores também constataram que a adi¢do de
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Zn no solo, além de elevar o teor deste eclemento, aumentou a absor¢ao de varios
outros nutrientes pelas raizes do cafeeiro.

Nos tratamentos com a presenca do Si, a infec¢ao por M. exigua nao alterou o
teor de N e P tanto nas raizes de ‘Catuai Vermelho IAC 44’ quanto nas folhas. Outro
fato interessante foi o aumento na absor¢ao e translocacdo de Cu, Fe e Zn.
Semelhantemente, Pozza et al. (2004) observaram o mesmo aumento quando da
adicdo do silicato de calcio no solo para o controle da cercosporiose do cafeeiro.
Esses micronutrientes podem atuar como co-fatores na sintese de enzimas, inclusive
naquelas relacionadas a resposta de defesa da planta a patogenos. (Bélanger et al.,
2003).

Em mudas de ‘Catuai’, o teor de Si nas raizes foi superior a 1%. O teor de Si
na raiz pode ser considerado elevado por tratar-se de uma dicotiledonea e demonstra
o efeito promissor desse elemento em controlar M. exigua em cafeeiro. Em termos
comparativos, esse valor foi semelhante ao do Ca e mais de cinco vezes superior ao
teor de P, ambos macronutrientes essenciais ao cafeeiro.

Com base nos resultados, verificou-se que o Si apresentou efeito positivo no
controle de M. exigua e na dinamica de alguns nutrientes na planta. Assim, associada
a uma adubagdo equilibrada ¢ recomendo o fornecimento de Si ao cafeeiro para o

manejo de M. exigua
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CAPITULO 4

Respostas bioquimicas de defesa de cafeeiros a Meloidogyne exigua

potencializadas pelo silicio

RESUMO

No presente estudo foi analisado o papel do Silicio (Si) nas atividades das
enzimas peroxidases (POX), polifenoloxidase (PFO) e fenilalanina amonia-liase
(FAL), além de compostos fendlicos soluveis totais (CFST) e dos derivados da
lignina-acido tioglicélico (DLATG) em cafeeiro infectado por Meloidogyne exigua.
Foram utilizadas uma populagdo de M. exigua coletada em cafeeiro no municipio de
Canaa, MG, e as cultivares Catuai Vermelho IAC 44 ¢ IAPAR 59, suscetivel e
resistente, respectivamente. Inocularam-se 5000 ovos de M. exigua por muda de
cafeeiro com 3-4 pares de folhas. Aos 5 e 10 dias apods a inoculacao (DAI), foram
avaliadas as atividades das enzimas POX, PFO ¢ FAL, bem como a concentragao de
CFST e de DLATG em raizes de cafeeiro. A quantificagdo do numero de galhas e
ovos do nematdide por sistema radicular foi realizada aos 120 DAI. Nao foi
observada diferenca significativa na concentragdo de CFST para as duas cultivares,
independente da presenga do Si e da inoculagdo com o nematoide. Entretanto, maior
concentracdo de DLATG e nas atividades das enzimas foram observadas nas raizes
das plantas da cultivar resistente e nas das plantas supridas com Si (suscetiveis e
resistentes). Menor reproducdo de M. exigua foi observada nas raizes da cultivar
IAPAR 59, com e sem Si, e nas plantas de Catuai supridas com Si. As elevadas
atividades da POX, PFO e FAL, além de maior concentracao de lignina nas raizes de
plantas resistentes, e nas das plantas suscetiveis, supridas com Si, sugere que 0s
mesmos, estdo diretamente relacionados com a resisténcia do cafeeiro a M. exigua,

tanto a genética quanto a potencializada pelo Si.
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INTRODUCAO

O café constitui um dos principais produtos agricolas do mercado
internacional, sendo o complexo agroindustrial do produto, um negbcio que
movimenta bilhdes de dolares anualmente. O Brasil detém a posi¢do de maior
produtor e exportador mundial, com participacdo média de 25 a 30% da oferta global
de café¢ (Conab, 2008).

Atualmente, Meloidogyne exigua ¢ a espécie dos nematdides das galhas mais
disseminada e com maior distribui¢do geografica em areas de cultivo de café¢ do tipo
arabica na América Latina, principalmente no Brasil (Campos & Villain, 2005). Vale
ressaltar, que no Brasil predomina o cultivo do cafeeiro do tipo arabica, constituido
quase que exclusivamente de cultivares suscetiveis a esse nematodide.

O uso de cultivares de cafeeiros resistentes apresenta-se como a forma mais
econdmica e eficiente para substituir lavouras infectadas e improdutivas. O
desenvolvimento de cultivares resistentes ¢ possivel gracas a variabilidade genética
existente no género Coffea, a qual se encontra disponivel nos centros de pesquisa do
Brasil, da Colombia, Costa Rica, Portugal, dentre outros. Em vista disso, alguns
cultivares foram selecionados quanto a resisténcia a M. exigua no Brasil, com
destaque para ‘IAPAR 59’ (Sera, 2001), Paraiso MG H 419-1 (Saraiva et al., 2006) e
Catigua MG 3 (Silva et al., 2007a).

Explorar a resisténcia isoladamente constitui-se num passo importante para
manter a populacdo do nematoide abaixo do nivel de dano econdmico. No entanto, o
uso continuo e por longos periodos de cultivares com um unico gene de resisténcia,
como em cafeeiro, a M. exigua, pode favorecer a suplantacio da mesma pelo
patogeno. Portanto, explorar outras estratégias que permitam minimizar ainda mais a
acdo do patdgeno, faz com que a efetividade e a durabilidade da resisténcia sejam
maiores. Sabe-se que ¢ possivel manejar a nutricdo mineral das plantas com o
objetivo de aumentar a resisténcia e, ou, a tolerancia as doengas (Marschner, 1995).
Nesse contexto, a utilizagdo do silicio (Si) pode ser uma estratégia de controle a ser
explorada no manejo integrado de nematoéides.

Apesar do Si ndo ser ainda considerado um elemento essencial as plantas, o
mesmo pode, em determinadas espécies, acumular-se em quantidade superior a de
alguns macronutrientes, tal como o nitrogénio, o fésforo e o potassio (Epstein, 1999).

O efeito benéfico do Si ¢ observado no desenvolvimento, na produtividade e na

82



maior tolerancia a estresses abioticos de determinadas culturas, principalmente das
familias Poaceae, Gramineae e Cyperaceae, € também participa como
potencializador da resisténcia das plantas as diversas doencas e pragas (Epstein,
1999; Rodrigues & Datnoff, 2005). Mesmo em dicotiledoneas, consideradas nado
acumuladoras, o Si mostra efeito positivo no controle de algumas doengas, tais como
o oidio (Podosphaera fuliginea) em plantas de pepino (Fawe et al., 1998) e a
cercosporiose (Cercospora coffeicola) do cafeeiro (Pozza et al., 2004), dentre outras.

O papel do Si no controle de doengas de plantas, em diversas interagdes
planta-patoégeno, ainda nao foi completamente elucidado. Estudos demonstram dois
principais mecanismos de resisténcia em plantas potencializados pelo Si. O primeiro
seria a prote¢do fisica, neste caso, o 4cido monosilicico deposita-se e polimeriza
abaixo da cuticula, o qual da origem a uma dupla camada cuticula-silica (Yoshida,
1962). Essa dupla camada de cuticula funciona como uma barreira fisica, conferindo
maior resisténcia a penetracdo dos patogenos. No segundo mecanismo, o Si
potencializaria a resisténcia da planta. Neste caso, a resposta de defesa da planta ¢
ativada posteriormente a invasdo do patdogeno e estd associada com o aumento na
producdo de compostos fenolicos, lignina, fitoalexinas e enzimas relacionadas a
defesa (Fawe et al., 1998; Rodrigues et al., 2005; Fauteux et al., 2005).

Conforme observado no capitulo 2, o Si apresentou efeito positivo no
controle de M. exigua em cafeeiro, além de atingir o teor nas raizes superior a 1%.
No entanto, ainda n3o se sabe quais seriam as respostas de defesa da planta
potencializadas por esse elemento. Assim, o presente estudo objetivou avaliar as
possiveis respostas bioquimicas de raizes de cafeeiro a infeccdo por M. exigua

potencializadas pelo silicio.

MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido em casa-de-vegetagdo do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Vicosa, localizada na regido da Zona da
Mata de Minas Gerais, com latitude 20° 45° 14" S e longitude 42° 52° 53" W.
Durante o periodo experimental as médias das temperaturas minimas e maximas do

ar foram de 20,9 e 29,8 °C, respectivamente.
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Material de Solo

Foram utilizados os primeiros 20 cm do perfil de um solo pertencente a classe
Latossolo Amarelo acrico tipico (Embrapa, 1999), de textura argilosa, coletado no
municipio de Uberlandia, Minas Gerais. Essa classe de solo foi escolhida, dentre
outras caracteristicas, por apresentar baixos teores estimados de Si disponivel (11,8
mg/Kg), natureza 4crica e elevado indice de intemperismo, caracteristicas especificas
de solos deficientes em Si (Tabelas 1). As analises fisicas e quimicas do solo foram

realizadas conforme Silva (1999).

Tabela 1. Caracteristicas fisicas e quimicas, da camada de 0 a 20 cm superficiais do
Latossolo Amarelo acrico tipico, coletado no municipio de Uberlandia, MG.

Analise Fisica

Areia Grossa Areia Fina Silte Argila Classe Textural
dag/Kg
34 6 7 53 Argiloso
Analise Quimica
pH Si P K Al Ca Mg H+AI® SB t T V m M.O.
KCl mg/Kg --mg.dm’-- cmol.dm™-eeeeeeeeee e % --- dag/Kg
4.8 1,8 05 13 01 00 00 38 01 02 39 20 405 23

Fonte, doses de silicio e adubac¢do das mudas de cafeeiro

Utilizou-se como fonte de silicio o produto comercial Vansil W-10
(Volastonita, CaSiO3), livre de contaminantes como o ferro e fosforo, adquirido da
Empresa Ipiranga Comercial Quimica (S3o Paulo). As caracteristicas quimicas desse
produto sdo: poder relativo de neutralizagdo (PRNT) de 77%, teor total em SiO, de
51,9% (correspondendo a 24,2% de Si) e teor total em CaO de 43,4%
(correspondendo a 31% de Ca).

As doses de Volastonita utilizadas foram 0 e 1,25 g/Kg de solo,
correspondendo, respectivamente a 0 ¢ 0,30 g Si/Kg de solo. Com a finalidade de
padronizar o teor de calcio (Ca) presente nos vasos com Volastonita na dose de 1,25
g/Kg, foram utilizados 0,967g de carbonato de célcio (PRNT 100%, Ca 40%), nos
vasos que ndo receberam Volastonita. Com este procedimento, os teores de calcio
oriundos da Volastonita e do carbonato de célcio ficaram padronizados em 0,387
g/vaso. Assim, apenas o teor de Si variou entre os tratamentos. A acidez do solo foi

corrigida com volastonita ou carbonato de célcio, visando elevar a saturacdo de bases
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(V) para 50%. Em seguida, o solo foi incubado em sacos plésticos a temperatura de
30 °C, por um periodo de 30 dias e a umidade foi mantida constante. Ap6s o periodo
de incubagdo, foram coletadas amostras de material de solo desses vasos para analise
quimica.

Os solos incubados com volastonita ou carbonato de célcio apresentaram o

mesmo valor de pH (6,2) aos 30 dias ap6s a incubacao (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas quimicas do solo determinadas apos o periodo de incuba¢do com
as doses de volastonita e carbonato de calcio.

Analise Quimica

Volastonita CaCO; pH P K Ca** Mg” A’ H+Al SB CTC CTC V m

® @
g/vaso H,0 mg.dm’ B Lo — -- % --
0,00 097 62 10 13 1,5 00 00 1,80 1,53 1,50 3,33 46 0
1,25 0,000 62 10 14 15 00 00 1,8 1,54 1,54 329 47 0

No transplantio das mudas de cafeeiro, realizou-se a adubacao inicial do solo,
com a adi¢do de 3 g de superfosfato simples, 500 mg de cloreto de potassio e 220 mg
de sulfato de amdnia por vaso (CFSEMG, 1999). A cada 15 dias, eram aplicados 30
mL por vaso de solugdo nutritiva completa de Hoagland’s (Hoagland & Arnon,

1950).
Populacdo de M. exigua

A populagdo de M. exigua foi coletada em cafeeiro no municipio de Canaa,
MG, e cultivada em mudas de cafeeiro ‘Catuai Vermelho IAC 44’ por
aproximadamente um ano. Foi caracterizada como raca 1 e fenotipo de esterase

(EST) E1 (Rm 1,60) (Ornstein, 1964; Davis, 1964; Silva et al., 2007b).
Cultivares de cafeeiro e inoculacéo das plantas

Foram utilizadas as cultivares Catuai Vermelho IAC 44, doravante designada
‘Catuai’, e IAPAR 59, suscetivel e resistente ao nematdide, respectivamente. Para a
obten¢do das mudas, sementes foram colocadas para germinar em bandejas contendo
areia lavada previamente esterilizada. Quando as plantulas atingiram o estddio de

“palito de fosforo”, as mesmas foram transplantadas para vasos plasticos de 1 L de
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capacidade, contendo uma mistura do solo mais as respectivas doses volastonita ou
carbonato de calcio. Quando as mudas de cafeeiro encontravam-se no estadio de trés
a quatro pares de folhas completamente desenvolvidas, as mesmas foram inoculadas
com 5000 ovos de M. exigua, extraidos segundo o método de Boneti & Ferraz

(1981).
Analise da reproducéo de M. exigua

Aos 120 dias apds a inoculagdo, quantificou o nimero de galhas e ovos do
nematoide por sistema radicular, nas seis plantas por tratamento. Apos a contagem
das galhas, as raizes foram submetidas a extracao dos ovos Boneti & Ferraz (1981), a
seguir, os mesmos foram quantificados em camara de contagem de Peters, em

microscopio de luz (Carl Zeiss Axio Imager Al).

Determinacdo da atividade de enzimas relacionadas a resposta de defesa do

cafeeiro a M. exigua

Amostras de raizes de 1 g foram utilizadas para a determinacao da atividade
das enzimas peroxidases, polifenoloxidases e fenilalanina-amoénia-liases.
Imediatamente apds a coleta, as raizes foram lavadas em agua corrente para a
retirada dos residuos de solo. As radicelas foram separadas da raiz principal e
acondicionadas em pequenos envelopes de papel aluminio e imersas em nitrogénio
liquido. A seguir, as mesmas foram armazenadas em freezer, a -80 °C, até analise. As
raizes foram coletadas aos 5 e 10 dias ap6s a inoculagdo.

Peroxidases (POX) (EC 1.11.1.7): o extrato enzimatico bruto foi obtido
conforme metodologia descrita por Peixoto (1998). Foi macerado 1,0 g da amostra
homogénea de raiz em N liquido dentro de almofariz de porcelana com pistilo,
seguido de homogeneizacdo com 1% (p/v) de polivinilpolipirrolidona (PVPP), em 10
mL de solucdo de extracdo constituida de 4acido fenil-metil-sulfonil-fluoridrico
(PMSF, 1 mM), acido etileno diamino tetra-acético (EDTA, 0,1 mM) e tampao
fosfato de potassio (100 mM), em pH 6,8. O homogeneizado foi filtrado em gaze e,
entdo, centrifugado por 15 minutos, a 12000 g. O sobrenadante foi utilizado no teste
enzimatico. Todas as etapas do processo foram executadas a 4 °C. A atividade da
POX nas raizes foi determinada pelo método de Kar & Mishra (1976). Aliquotas de

100 puL do sobrenadante foram adicionadas a uma mistura de reacdo composta de
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950 pL de agua destilada, 750 pLL de tampao fosfato de potédssio (100 mM), pH 6,8,
600 pL de pirogalol (100 mM) e 600 puL de perdxido de hidrogénio (100 mM), a
temperatura de 25 °C. O inicio da rea¢do ocorreu com a adi¢do do sobrenadante a
mistura de reacdo. As leituras do acréscimo na absorbancia foram realizadas em
espectrofotometro digital (Spectrophotometer SP 2000UV — BEL Photonics), a 420
nm, a cada 10 segundos durante um minuto, totalizando seis leituras. A atividade da
POX foi determinada pela medi¢do da quantidade de purpurogalina formada durante
um minuto de reagdo, utilizando-se, para o calculo, o coeficiente de extingdo molar
de 2,47 mM™" ecm” (Chance & Machley, 1955). Durante todas as etapas, os tubos
foram envolvidos com papel aluminio e tampados.

Polifenoloxidases (PFO) (EC 1.10.3.1): o extrato enzimatico bruto foi
obtido conforme metodologia descrita por Peixoto (1998). Foi macerado 1,0 g da
amostra homogénea de raiz em N liquido dentro de almofariz de porcelana com
pistilo, seguido de homogeneizacdo com 1% (p/v) de PVPP em 5 mL solucdo de
extragdo constituida de PMSF (1 mM), EDTA (0,1 mM) e tampao fosfato de potéssio
(100 mM), em pH 6,8. O homogeneizado foi filtrado em gaze e depois centrifugado
por 15 minutos, a 12000 g. O sobrenadante foi utilizado no teste enzimatico. Todas
as etapas do processo foram executadas a 4 °C. A atividade da PFO nas raizes foi
determinada conforme descrito para a POX, a excec¢ao de utilizagdo do peroxido de
hidrogénio.

Fenilalanina-amonia-liases (FAL) (EC. 4. 3.1.5) Amostras homogéneas de
1 g de massa fresca de raizes foram maceradas em N liquido, seguida da adig¢ao de 10
mL de meio de homogeneizagao, filtragdo das amostras através de quatro camadas de
gazes e de centrifugacdo a 7.000 g por 15 minutos (duas vezes), a 4 °C. Os
sobrenadantes constituiram os extratos enzimaticos brutos utilizados na determinagao
das atividades das enzimas. O meio de homogeneizagdo foi constituido de tampao
borato de sodio 0,05 M, pH 8,3, pB- mercaptoetanol 5,0 mM, 4acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 1,0 mM e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 3%
(p/v) (Guo et al., 2007; Shi-ze et al., 2008).

A atividade da FAL foi determinada pela adicdo de 0,5 mL do extrato
enzimdtico a 2 mL de meio de reacdo constituido de tampao borato de sédio 0,1 M,
pH 8,8 ¢ 1 mL L- fenilalanina 0,02 M. As amostras foram incubadas a 30 °C por uma
hora e a reagdo foi paralisada pela adi¢ao de 0,1 mL de HCI 6 N. Nos tubos controles

as amostras foram substituidas pelo tampao borato de sodio, pH 8,3. A atividade
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enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 10* mM™

cm™ (Zucker, 1965) ¢ o resultado foi expresso em M h™ mg™ de proteina.

Determinagéo da concentragéo total de proteinas

Foi determinada a concentragdo de proteinas pelo método de Warburg &
Christian, (1941) de todas as amostras utilizadas para as determinacdes enzimaticas
diluindo-se 20 pL do sobrenadante em 980 pL de dgua destilada com leituras de

absorbancia em 260 e 280 nm.
Determinacdo de compostos fenolicos solUveis totais e lignina

Determinacédo de compostos fendlicos soluveis totais (CFST): amostras de 50 mg
de raiz liofilizada foram maceradas em almofariz de porcelana com pistilo com N
liquido e homogeneizada com 2,0 mL de metanol 80%. O extrato metanolico foi
centrifugado por 30 minutos, a 17000 g, sendo o sobrenadante usado para
determinagdo da concentragdo de CFST. O pellet foi armazenado a -20 °C para
quantifica¢do da lignina. O método desenvolvido por Zieslin & Bem-Zaken (1993)
foi usado para determinacdo dos CFST, com algumas modificagdes. Um volume de
150 puL do reagente Fenol Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) (0,25 N)
foi adicionado a 50 pL do extrato metanolico, misturado e mantido em temperatura
ambiente por cinco minutos. Logo apds, 150 puL de carbonato de sddio (1,0 M) foram
adicionados a mistura, seguido de agitacdo e mantido em temperatura ambiente por
dez minutos. A essa mistura, adicionaram-se 1,65 mL de 4gua destilada. Apos 60
minutos, foi realizada a leitura da solucdo de coloragdo azul a 725 nm em
espectrofotometro  (Spectrophotometer SP 2000UV — BEL Photonics). A

concentragdo de CFST foi expressa em mg de CFST (expressos em termos de

-1
catecol) g de matéria fresca liofilizada (MFL). Durante todo o processo, os
microtubos platicos foram protegidos contra a luz, utilizando-se papel aluminio para

minimizar a oxidacao dos compostos fendlicos.

Determinacdo da concentracdo dos derivados da lignina-acido tioglicélico
(DLATG): um volume de 1,5 mL de 4agua estéril destilada foi adicionado ao residuo
obtido ap6s a extragdo dos CFST. Apods a homogeneizagdo, a mistura foi

centrifugada a 17000 g, por 15 minutos, sendo descartado o sobrenadante. Essa etapa
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foi repetida trés vezes. Em seguida, o residuo foi seco a 65 °C por, aproximadamente,
36 horas. O residuo alcoolico-insoluivel seco, contendo lignina e acidos fendlicos
associados a parede celular, foi usado para determinagdo da concentracdo de lignina,
de acordo com o método de Barber & Ride (1988). Um volume de 1,5 mL da solugdo
de acido tioglicolico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e HCI 2 N 1:10 foi adicionado
ao residuo seco seguido de incuba¢do em banho-maria, a 100 °C, por quatro horas.
Ap6s esse periodo, os microtubos platicos foram colocados no gelo, por dez minutos.
Logo apos, a solucdo foi centrifugada a 12000 g por 10 min e o sobrenadante foi
descartado. O precipitado foi lavado com 1,5 mL de agua destilada estéril e
centrifugado a 12000 g por 15 min, sendo descartado o sobrenadante, enquanto o
pellet foi ressuspendido em 1,5 mL de NaOH 0,5 N. Apds agitagdo por 12 horas, em
mesa agitadora a 150 rpm, a temperatura ambiente, foi realizada centrifugacdo a
12000 g, por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo.
Nesse, foram adicionados 200 pL de HCI concentrado e a solu¢ao mantida a 4 °C
por quatro horas. A precipitagdo dos derivados da lignina-4cido tioglicdlico foi
obtida apos centrifugacdo a 12000 g por 15 minutos, em que o sobrenadante foi
descartado e o pellet dissolvido em 2 mL de NaOH 0,5 N. A leitura da absorbancia
foi feita em espectrofotometro (Spectrophotometer SP 2000UV — BEL Photonics), a

-1
290 nm. A concentracdo dos DLATG foi expressa em mg de DLATG kg de matéria
fresca, utilizando-se de uma curva-padrao obtida com diferentes concentracdes de

lignina alcalina, éter 2-hidroxipropil (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).
Delineamento experimental e andlise estatistica

Os ensaios foram instalados em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2 x 2, com seis repeticdes por tratamento, para cada um dos
cultivares de cafeeiro. Os fatores estudados foram: duas doses de volastonita e
inoculados ou ndo com M. exigua. No ensaio da reprodugdo, os fatores estudados
foram duas cultivares de cafeeiro e duas doses de volastonita. Cada unidade
experimental foi composta de um vaso plastico contendo 1 kg de material de solo e
uma planta. A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa SAEG

(SAEG, 2007).
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RESULTADOS
Efeito do Si na formacéo de galhas e producao de ovos de M. exigua

Houve interagdo significativa entre os fatores doses de Si e cultivares de
cafeeiro, bem como efeito (P < 0,05) desses fatores isoladamente no niimero de
galhas e no niamero de ovos.

A populagao de M. exigua induziu a formagdo de muitas galhas e a producao
de elevada quantidade de ovos em sistema radicular de plantas da cultivar suscetivel
Catuai, enquanto em plantas da cultivar resistente IAPAR 59 ocorreu a formagao de
poucas galhas, média de 3, e reduzido nimero de ovos, pouco mais de 1% do valor

observado na suscetivel (Tabela 3).

Tabela 3. Numero de galhas (NG) e de ovos (NO) por sistema radicular de mudas de
cafeeiro ‘Catuai Vermelho IAC 44’ (suscetivel) e ‘TAPAR 59’ (resistente), supridas (+Si) ou
nido (-Si) com silicio, aos 120 dias apds a inoculacdo com Meloidogyne exigua

Cultivares - NG’ - - NO ;
-Si +Si -Si +Si
Catuai 149 aA 124 bA 13390 aA 9632 bA
IAPAR 4 aB 2 aB 135 aB 64 aB
CV (%) 24,23 28,56

"Médias seguidas pela mesma letra maiuscula, na coluna, e minuscula, na linha, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV: coeficiente de variagao.

A adicdo de Si no solo n3o apresentou efeito na formagdo de galhas e
produgdo de ovos de M. exigua em plantas de ‘IAPAR 59’ (P > 0,05). Por outro
lado, a presenca de Si teve efeito positivo no controle desse nematoide em raizes de
plantas de ‘Catuai’. Houve uma reducao de 24,49 e 28,07% no niimero de galhas e

de ovos, respectivamente.

Atividade de enzimas relacionadas com a defesa da planta

Houve interagdo significativa entre os fatores doses de Si e inoculagdo ou nao
com M. exigua, bem como diferenca estatistica (P < 0,05) para os fatores

isoladamente nas atividades das trés enzimas analisadas, em raizes das plantas de

‘Catuai’ e ‘IAPAR 59°.
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A atividade da POX foi sempre significativamente superior (P < 0,05) nas
raizes das plantas inoculadas (PI) e supridas com Si, tanto aos 5 quanto aos 10 dias

apos a inoculagao (DAI) com M. exigua e nas duas cultivares de cafeeiro (Tabela 4).

Tabela 4. Atividades de peroxidases (uM/100 mg de proteina) em raizes de mudas de
cafeeiro suscetivel ‘Catuai Vermelho IAC 44’ e resistente ‘IAPAR 59°, supridas (+Si) ou
ndo (- Si) com silicio, aos 5 ¢ 10 dias apos a inoculagdo (PI) ou ndo (PNI) com Meloidogyne
exigua

5 DAI' 10 DAI

. Catuai IAPAR Catuai IAPAR
Silicio

PNI PI PNI PI PNI PI PNI PI

-Si 36,5bB 46,1 aB 449bB 79,1 aB 38,3bB 47,4 aB 45,6bB 77,4 aB
+Si 40,3bA 54,8aA 66,9 bA 100,2 aA 41,1 bA 66,3 aA 64,5bA 101,6 aA

"Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna, e mintscula na linha ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. DAI = dias ap6s a inoculagéo.

Ao considerar as duas épocas de avaliagdo, o acréscimo de atividade da POX
nas PI em relagdo as PNI em raizes de mudas de Catuai foi de 48,77 e 20,18%, nas
plantas supridas ou ndo com Si, respectivamente. Em raizes de plantas de ‘IAPAR
59°, esse acréscimo na atividade da POX nas PI foi de 72,93 e 38,69% nas plantas
supridas ou ndo com Si, respectivamente.

O comportamento da PFO foi um pouco diferente do observado para a POX
(Tabela 5). Nas raizes de ‘Catuai’ nao houve diferenca significativa na atividade
dessa enzima entre PNI, supridas ou ndo com Si, aos 5 DAI No entanto, as PI
diferiram das PNI, independente da presenga do Si, mas as plantas supridas com Si
apresentaram maiores atividades. Em raizes de plantas da cultivar IAPAR, as PI e
supridas com Si sempre apresentaram maiores niveis de atividades. Apesar de ndo
terem sido realizada comparagdes entre época, aos 10 DAI, os valores de atividade

da PFO foram superiores ao observado, aos 5 DAI (Tabela 5).
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Tabela 5. Atividade de polifenoloxidases (uM/100 mg de Proteina) em raizes de mudas de
cafeeiro suscetivel ‘Catuai Vermelho IAC 44’ e resistente ‘IAPAR 59°, aos 5 e 10 dias apds
a inoculacdo (PI) ou ndo (PNI) com Meloidogyne exigua e supridas (+Si) ou ndo (- Si) com
sililio

5 DAI' 10 DAI
Silicio Catuai IAPAR Catuai IAPAR
PNI PI PNI PI PNI PI PNI PI
-Si 3,7bA 6,3 aB 7,2bA 14,1 aB 9,5bB 14,4 aB 10,6 bB 18,7 aB

+Si  45bA §,8aA 9,4bA 23,7aA 11,9bA 22,3 aA 19,5bA 29,2 aA

"Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna, e mintscula na linha ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. DAI = dias ap6s a inoculagao.

Dentre as enzimas analisadas, a FAL foi a que apresentou maior atividade em
raizes de cafeeiro. As PI sempre apresentaram as maiores atividades para essa
enzima, independente da presenca do Si, da época de avaliacdo e da cultivar de
cafeeiro. Em raizes de ‘Catuai’ e IAPAR 59, houve um aumento significativo na
atividade da FAL na presnca do Si, aos 5 e 10 DAI (Tabela 6). Em geral, as raizes

das plantas supridas com Si, também exibiram maiores atividades da FAL.

Tabela 6. Atividade de fenilalanina aménia-liases (uM/mg de proteina) em raizes de mudas
de cafeeiro suscetivel ‘Catuai Vermelho IAC 44’ e resistente ‘IAPAR 59°, aos 5 ¢ 10 dias
apos a inoculagdo (PI) ou nao (PNI) com Meloidogyne exigua e supridas (+Si) ou ndo (- Si)
com silicio

5 DAI' 10 DAI
Silicio Catuai IAPAR Catuai IAPAR
PNI PI PNI PI PNI PI PNI PI

-Si  1,71bB 2,63aB  2,07bB 2,81 aB 1,95bB 2,33 aB 1,95bB 2,13 aB
+Si  2,12bA 324aA  2771bA 3.88aA  206bA 295aA  2,19bA 347aA

"Médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna, e mintscula na linha ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. DAI = dias ap6s a inoculagao.
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Concentracdo de compostos fenolicos solUveis totais (CFST)

Nao houve interagao significativa entre os fatores doses de Si e inoculagdo ou
nao com M. exigua, nem diferenga estatistica (P < 0,05) para os fatores isoladamente
em raizes de plantas de ‘Catuai’ e ‘TAPAR 59°.

Foi observada elevada concentracdo de CFST nas raizes das duas cultivares
de cafeeiro na ordem de mais de 20 mg/kg de matéria fresca liofilizada, o que
representa cerca de 2% da massa total (Tabela 7). Apesar de ndo ter sido realizada a
comparagao entre cultivares, raizes de plantas resistentes (‘IAPAR 59°) apresentaram
a tendéncia de maior concentracdo, em média 5,3% a mais do que as de plantas

suscetiveis (‘Catuai’).

Tabela 7. Concentragdo dos compostos fendlicos solaveis totais (mg/g de MFL) em raizes
de mudas de cafeeiro suscetivel ‘Catuai Vermelho IAC 44° e resistente ‘IAPAR 59°,
supridas (+Si) ou ndo (- Si) com silicio, aos 10 dias apos a inoculagdo (PI) ou ndo (PNI) com
Meloidogyne exigua

Fatores

~ Catuai IAPAR
Inoculagdo
PI 20,37 21,14
PNI 20,66 21,29
Valor de T 0,60 ™ 042™
Silicio
-Si 20,52 21,06
+Si 20,61 21,35
Valorde T 0,14 ™ 0,36 ™
CV (%) 3,87 4,43

CV: coeficiente de variagdo. ™ = ndo significativo.

Concentracao dos derivados da lignina-acido tioglicolico (DLATG)

Houve interagdo significativa entre os fatores doses de Si e inoculagdo ou nao
com M. exigua, bem como diferenca estatistica (P < (0,05) para os fatores em raizes
das plantas de ‘Catuai’ e ‘TAPAR 59°.

Nas raizes das plantas da cultivar suscetivel, ndo supridas com Si, ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos (P < 0,05) na concentragdo de DLATG
entre as PI e ndo inoculadas PNI com M. exigua, aos 5 DAI. Entretanto, nas raizes

das plantas supridas com Si, a concentracdo de DLATG foi sempre maior nas PI. Ja
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nas raizes da cultivar resistente, foi observada diferenca significativa (P < 0,05) na
concentragdo de DLATG entre PI e PNI, nas plantas supridas ou ndo com Si, sendo

as maiores concentragdes encontradas nas PI supridas com Si (Tabela 8).

Tabela 8. Concentragdo de derivados da lignina-acido tioglicélico (mg/g de MFL) em raizes
de mudas de cafeeiro suscetivel ‘Catuai Vermelho IAC 44’ e resistente ‘TAPAR 59°,
supridas (+Si) ou ndo (- Si) com sililio, aos 10 dias apds a inoculag¢do (PI) ou ndo (PNI) com
Meloidogyne exigua

. Catuai’ IAPAR 59
Silicio
PNI PI PNI PI
- Si 35,37 aB 37,13 aB 41,50 bA 45,53 aB
+Si 40,46 bA 45,11 aA 43,98 bA 54,03 aA

"Médias seguidas pela mesma letra maitiscula na coluna, e mintiscula na linha ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

DISCUSSAO

O interesse em estudar o papel do Si nas interagdes planta-patogeno em
espécies de dicotiledoneas surgiu dos resultados positivos proporcionados pela
adicdo desse elemento no solo para o controle de diversas doencas em
monocotiledoneas, especialmente na cultura do arroz (Rodrigues & Datnoff, 2005).
No Brasil, os estudos intensificaram-se a partir de 2004 com a aprovacgao do decreto-
Lei n° 4.954, que inclui o Si na legislacdo de fertilizantes, que regulamenta a
comercializacdo e a utilizagdo desse elemento na agricultura (MAPA, 2004).

O presente estudo confirmou o efeito positivo do Si no controle de M. exigua
em cafeeiros suscetiveis da cultivar Catuai Vermelho IAC 44. Essa caracteristica foi
evidenciada na diminui¢do do numero de galhas e de ovos por sistema radicular.
Dutra et al., 2004 observaram em estudo preliminar, sob condi¢do de campo, que a
adicao de silicato de calcio no solo contribuiu para a reducao da reprodugao de M.
exigua em cafeeiro. Entretanto, os autores ndo quantificaram a populacdo inicial do
nematodide e também nio determinaram as caracteristicas fisico-quimicas e os teores
de Si e célcio no solo.

Em plantas da cultivar IAPAR 59, a auséncia do efeito desse elemento deve-

se, principalmente, ao elevado nivel de resisténcia exibido por esse genotipo, que
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permitiu a producdo de menos de 1% de ovos em relagdo as plantas da cultivar
‘Catuai’. No entanto, mesmo quando for utilizar cultivares resistentes para o controle
desse patogeno, seria interessante a adicdo do Si no solo. Esta recomendagdo
justifica-se pelo fato da resisténcia do cafeeiro a M. exigua ser conferida por um
maior gene dominante, denominado de Mex-I (Noir et al., 2003). Este tipo de
resisténcia, teoricamente seria mais facil de ser suplantada pela variabilidade do
patogeno, principalmente no caso do cafeeiro, uma espécie perene, que permite
varias geracdes do nematdide ao longo do ano. Vem corroborar com essa premissa, o
fato de recentemente ser detectada no Estado do Rio de Janeiro, uma populacio de
M. exigua capaz de se reproduzir na cultivar resistente IAPAR 59 (Muniz et al.,
2008). Portanto, explorar outras estratégias que permitam minimizar ainda mais a
acdo do patdgeno, como o fornecimento de Si ao cafeeiro, faz com que a efetividade
e durabilidade da resisténcia sejam maiores.

A interagdo planta-patégeno envolve mecanismos bioquimicos onde os genes
de defesa sdo ativados, resultando na sintese de novos compostos € no aumento na
atividade de determinadas enzimas, fundamentais para a defesa da planta. Os
mecanismos bioquimicos e fisiologicos de resisténcia do cafeeiro as principais
doencas sdo praticamente desconhecidos e, no caso dos nematdides, os trabalhos sao
ainda mais raros.

Nesse estudo, os valores da atividade de peroxidases foram elevados nas duas
épocas de avaliacdo e praticamente ndo houve diferenca nas mesmas aos 5 e 10 dias
ap6s a inoculagdo com M. exigua. Estudos envolvendo nematdides em outros
patossistemas, também relatam que os maiores niveis de atividade para a POX
ocorrem nesse periodo em cultivares resistentes (Melillo ef al., 1992; Amalraj, 1995).
Em linhas gerais, em raizes das plantas resistentes e supridas com Si, onde o numero
de galhas e de ovos do nematodide foi reduzido, constatou-se elevada atividade da
POX. As peroxidases sdo glicoproteinas capazes de catalisar diversas reagdes, como
aquelas que levam a sintese de lignina e suberina, que conferem rigidez a parede
celular, o que dificulta a penetracdo de alguns patoégenos. Além disso, elas sdo
responsaveis também pela produgdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) e de
quinonas, que sdo substincias toxicas aos microrganismos (Goodman et al., 1986).
Zacheo et al. (1995) ao estudarem a interacdo incompativel envolvendo tomateiro
resistente e M. incognita, verificaram correlagdo positiva entre a atividade da POX e

a resposta de hipersensibilidade (HR) e o nivel de lignina. A cultivar IAPAR 59,
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utilizada no presente estudo apresenta HR como um dos principais mecanismos de
resisténcia a M. exigua, o que explicaria o alto nivel da POX encontrado nessa
cultivar, principalmente nas plantas inoculadas. Em relacdo a fertilizagdo com o Si,
foi verificado também em plantas de pepino, significativo aumento na sintese das
enzimas POX, PFO e FAL apos a inoculagdo das plantas com Podosphaera xanthii
(Liang et al., 2005).

O comportamento da PFO e da FAL foi semelhante ao observado para a
POX, ou seja, a cultivar resistente e as plantas supridas com Si exibiram maior
atividade dessas enzimas. As PFO oxidam uma ampla gama de substancias fendlicas
sem a necessidade de H,O,, além disso, estdo envolvidas na rota biossintética dos
fenilpropanoides e tém a capacidade de produzir quinonas, por meio da oxidagdo de
fen6éis. A FAL constitui-se na principal enzima no metabolismo dos
fenilpropanoides, que catalisa a desaminagdo do aminodcido L-fenilalanina, com a
formagdo do 4cido trans-cinamico, o qual ¢ precursor de uma ampla gama de
compostos fendlicos, sendo a lignina o principal produto. De maneira semelhante a
POX, a PFO e a FAL apresentaram maiores atividades nas raizes das plantas da
cultivar suscetivel supridas com o Si. Estas enzimas encontram-se presentes em
niveis elevados durante a reacdo de HR e também no fendmeno de resisténcia
sistémica, o que sugere a participacdo do Si como um potencializador de resisténcia
do cafeeiro a M. exigua. Comportamento semelhante ao observado para a quitosana
na interacdo M. incognita-tomateiro, onde essa substincia provocou redugdo na
reproducao do nematodide e aumento na atividade da FAL (Vasyukova et al., 2007)

Alguns compostos fendlicos, tais como o 4cido clorogénico e o acido cafeico
estdo envolvidos na resposta de defesa das plantas contra infec¢des por nematoides
(Hung & Rohde, 1973; Giebel, 1982). Entretanto, no presente estudo nao foi
verificada relacdo dos compostos fenolicos soluveis totais com o nivel de resisténcia
genética ou potencializada pelo Si. O mesmo foi observado por Mazzafera et al.
(1989), ao estudar a associagdo entre M. incognita e os cafeeiros ‘Mundo Novo’ e
‘Apoatd TAC 2258’, suscetivel e resistente, respectivamente. Porém, a ndo detecg¢ao
de diferenca estatistica no presente trabalho, ndo descarta a participagdo dos
compostos fendlicos na resisténcia do cafeeiro a M. exigua. O cafeeiro possui
elevado teor de compostos fendlicos em seus tecidos, como observado aqui € em
outros trabalhos. Recentemente, Ramiro et al. (2007) encontraram a concentragdo

média de fendis em folhas de cafeeiro de 5,3% da massa da matéria fresca. Portanto,
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pequenas alteragdes na produgdo de um ou mais compostos, poderia acrescentar
pouco no total de fenois. Assim, a separagdo e quantificacdo de substancias fenolicas
individualmente pelo uso da HPLC poderiam ser uteis para melhor compreender
esses resultados aqui obtidos. Por meio deste equipamento, foi constatado que a
quantidade de &cido clorogénico em raizes de pimentdo (Capsicum annuum) cv.
Doux Long des Landes (suscetivel), inoculada com M. arenaria, foi apenas 20%
superior a das raizes das plantas ndo inoculadas (Pegard et al., 2005). Entretanto, na
cv. resistente CM 334, a quantidade de acido clorogénico foi 59 vezes maior em
raizes infectadas do que nas raizes de plantas sadias. Outra possivel explicagdo para
auséncia de incremento na concentracdo de CFST, e a mais provavel, seria a rapida
oxidagdo desses compostos promovidos pelas enzimas oxidativas POX e PFO na rota
dos fenilpropandides, culminando numa maior producao de lignina.

A lignina consiste de um complexo de polimeros de fenilpropandides,
oriundos da polimerizacdo oxidativa (Campbell & Sederoff, 1996). O papel da
lignina na parede das células das plantas ¢ aumentar a rigidez e conferir resisténcia a
penetracdo de patogenos. A maior concentracdo dos derivados da lignina-acido
tioglicolico (DLATG) em raizes das plantas inoculadas, independente da presenga do
Si foi, provavelmente, devido aos ferimentos provocados pelos juvenis de segundo
estadio de M. exigua durante o processo de penetragcdo. Tanto nas raizes das plantas
resistentes ou suscetiveis a M. exigua supridas com Si, onde a reprodugdo do
nemato6ide foi menor, houve um aumento significativo na concentragdo de DLATG.
Isso sugere a participacao desse polimero na resisténcia do cafeeiro a M. exigua. Nas
raizes das plantas supridas com Si foi encontrado, em média, 18,1 e 12,6% de
DLATG, em ‘Catuai’ e ‘IAPAR 59°, respectivamente. Esses resultados estdo de
acordo com os obtidos por Botelho et al. (2005). Esses autores avaliaram o efeito da
adicao do Si no solo para o controle de Cercospora coffeicola, agente causal da
cercosporiose do cafeeiro, e observaram que a redug¢do na severidade da doenca
estava associada ao aumento no teor de lignina em folhas de cafeeiro infectadas pelo
patogeno e supridas com Si.

As elevadas atividades da POX, PFO e FAL, além de maior concentragao de
lignina nas raizes de plantas resistentes e suscetiveis, supridas com Si, sugere que
esses mecanismos de desfesa estdo diretamente relacionados com a resisténcia do

cafeeiro a M. exigua, tanto geneticamente quanto potencializadas pelo elemento Si.
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CONCLUSOES GERAIS

A resisténcia do cafeeiro a M. exigua nao é devida apenas a resposta de
hipersensibilidade (HR), como sugerida em estudos anteriores, mas existe um
conjunto de respostas de defesa, tanto constitutivas quanto induzidas apds a
penetracdo do nematdide que inibe a formagdo do sitio de alimentacdo, provoca a
emigracao dos J2 e atrasa ou inibe o desenvolvimento e a reprodu¢do do nematoéide.
Além disso, a reposta de planta ndo hospedeira difere da planta resistente, uma vez
que na primeira nao foram observadas evidéncias de HR.

Foram demonstradas as primeiras evidéncias cientificas do efeito positivo do
Si em cafeeiro, tanto no desenvolvimento da planta quanto no controle de M. exigua.
O teor de Si atingiu niveis superiores a 1% da matéria seca em raizes de cafeeiro da
cultivar Catuai Vermelho IAC 44. Esse teor de Si na raiz foi considerado alto por
tratar-se de uma dicotiledonea e demonstra o efeito promissor desse elemento num
sistema de manejo de M. exigua em cafeeiro.

Verificou-se que o Si apresentou efeito benéfico na absorcdo e na
translocacdo dos nutrientes N, P, Cu, Fe e Zn, o que proporcionou maior tolerancia
do cafeeiro a infec¢do por M. exigua.

Pelas elevadas atividades da POX, PFO e FAL, além de maior concentragao
de lignina nas raizes de plantas resistentes e suscetiveis, supridas com Si, acredita-se
que esses mecanismos de desfesa estdo diretamente relacionados com a resisténcia
do cafeeiro a M. exigua, tanto geneticamente quanto potencializados pelo elemento
Si.

O fornecimento de Si ao cafeeiro associado a uma adubacdo equilibrada

podera tornar o manejo de M. exigua mais eficiente.
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