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RESUMO

HADDAD, Lydice Sant’ Anna Meira, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa,
julho de 2008. Efeito de fungos micorrizicos arbusculares sobre o
parasitismo do nematoide das galhas em plantas de bananeira
micropropagadas. Orientadora: Maria Catarina Megumi Kasuya. Co-
orientadores: Mauricio Dutra Costa e Wagner Campos Otoni.

A bananeira é uma das fruteiras de maior importancia econémica e a
sua micropropagac¢ao vem sendo estimulada para garantir produgcdo de mudas
de qualidade. Entretanto, elas sao susceptiveis a muitas doengas e pragas,
incluindo os nematdides. Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) séo
simbiontes obrigatérios que se associam as raizes de plantas favorecendo o
crescimento e o desenvolvimento de plantas, podendo também, protegé-las
contra ataques de patdgenos do solo. Este trabalho teve como objetivo avaliar
o efeito da inoculagado de Glomus clarum sobre o parasitismo do nematdide das
galhas em plantas de bananeiras micropropagadas. Inicialmente, obtiveram-se
culturas monoxénicas de Meloidogyne incognita em raizes de cenoura
transformada (RT), onde pbde ser observada a reproducédo do mesmo.
Posteriormente, estabeleceu-se a cultura dixénica de Glomus clarum e M.
incognita em RT e foi observada uma redugdo no numero de galhas de M.
incognita quando raizes estavam associadas a G. clarum. As atividades de
peroxidase (PO) e fenilalanina aménia liase (PAL), avaliadas aos 0, 1, 4 e 7
dias apos a inoculagdo do nematéide foram aumentadas na presenca do FMA
e do nematdide. Em uma segunda etapa, estabeleceu-se o sistema tripartite de
micorrizagao in vitro, em duas cultivares de bananeira micropropagadas (Prata-

anad e FHIA 01). Plantas foram enraizadas em meio de cultura, in vitro, e

transferidas para recipientes contendo substrato (solo:vermiculita, 2:1)
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esterilizado e, no momento da transferéncia, foram inoculadas com o FMA
produzido in vitro. Este sistema tripartite foi acondicionado em embalagens de
polipropileno com filtro bacteridlogico, e incubados em sala de crescimento. Ao
final de 50 dias todas as plantas sobreviveram e apresentaram cerca de 30 %
de colonizagdo micorrizica. A associacdo com FMA proporcionou maior
crescimento e desenvolvimento das plantas. Na terceira e Uultima etapa,
avaliou-se o efeito protetor do fungo sobre o M. incognita em plantas de
bananeira micropropagadas. Plantas de bananeiras foram enraizadas em meio
de cultura, in vitro, aclimatizadas e transferidas para casa de vegetacéao.
Utilizando-se o sistema de compartimentalizacdo de raizes, fungos e/ou
nematodides foram inoculados no mesmo ou em compartimentos diferentes. O
numero de galhas e de ovos de nematdides foi reduzido somente quando o
FMA foi inoculado no mesmo compartimento. As atividades de PO e PAL
aumentaram na presenga do fungo e do nematdéide. Conclui-se que os FMAs
beneficam o crescimento e o0 desenvolvimento das bananeiras
micropropagadas, e que o FMA tem efeito localizado sobre o nematdide e

compensam os danos causados por esse patdgeno.
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ABSTRACT

HADDAD, Lydice Sant’Anna Meira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
July, 2008. Effect of arbuscular mycorrhizal fungi on the root-knot
nematode parasitism in micropropagated banana plantlets. Adviser:
Maria Catarina Megumi Kasuya. Co-advisers: Mauricio Dutra Costa and
Wagner Campos Otoni.

Banana is one of the most economically important fruits crops and its
micropropagation has been stimulated by improving seedlings quality. However,
they are sensitive to many pests and pathogens, including nematodes. The
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are symbionts associated to the roots,
favoring the growth and the development of plants, also being able to protect
the plants against pathogens. This work aimed to evaluate the effect of the
inoculation of Glomus clarum on the parasitism of the nematode on
micropropagated banana plantlets. Initially, monoaxenic culture of Meloidogyne
incognita was obtained in transformed carrot roots (TR), where the reproduction
of the pathogens could be observed. Subsequently, the dixenic culture of
Glomus clarum and M. incognita was established in RT and reduction in the
number of nematodes root galls when roots were colonized by G. clarum was
observed. The activities of peroxidase (PO) and phenylalanine- ammonia liase
(PAL), evaluated at O, 1, 4 and 7 days after nematodes inoculation increased in
the presence of both FMA and nematode. In a second stage, the tripartite
system of in vitro mycorrhization was established, using two varieties of
micropropagated banana (Prata-And and FHIA 01). In vitro rooted banana
plantlets were transferred to containers with autoclaved substrate

(soil:vermiculite, 2:1) and, at the moment of the transfer, inoculated with G.

clarum. This tripartite system was conditioned in polypropylene bags with
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bacteriologic filter, and incubated in growth chamber. After 50 days, all the
plants survived and the colonization was around 30 %. The association with
FMA provided greater growth and development of the plants. In third and last
stage, the protective effect of AMF on M. incognita on the micropropagated
banana plantlets was investigated. Banana'’s plantlets derived from the rooting
media, were acclimatized and transferred to greenhouse. Split-roots system
was used in which, AMF and nematode eggs were inoculated in the same or
different compartments. The total number of root-knot and nematode eggs was
reduced only when the AMF was inoculated in the same compartment. The
activities of PO and PAL increased in the presence of the fungus and the
nematode. It was concluded that AMF benefit the growth and the development
of the micropropagated banana plantlets and FMA present localized effect on

nematode compensating the damage caused by these pathogens.
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INTRODUCAO GERAL

A banana, no ano de 2005, foi a fruta mais produzida no mundo,
representando, 105 milhdes de toneladas. Na producéao brasileira de fruticultura
a banana é superada em volume apenas pela laranja e, apresenta-se, como de
grande importancia por ser o Brasil o maior consumidor mundial, mesmo sendo
0 segundo em produgao com 6.99 milhdes de toneladas (FAO, 2005; MAPA,
2008). Encontra-se distribuida por todo o territorio nacional e os estados de
Sao Paulo, Bahia, Santa Catarina, Para e Minas Gerais sdo os maiores
produtores e respondem por 67% da produgédo brasileira (FAO, 2005; Instituto
FNP, 2007).

A bananeira e seus frutos sdo afetados com grande intensidade por
problemas fitossanitarios, que representam grandes prejuizos e inviabilizam o
cultivo em algumas areas. Dentre os patdogenos da bananeira, os nematoides
das galhas (Meloidogyne spp.) merecem destaque especial devido a frequéncia
com que ocorrem, a intensidade dos danos causados e a ampla disseminacao
no Brasil e no mundo (Waele & Davide, 1998; Costa et al., 1998). As galhas
formadas afetam o sistema radicular e impedem absor¢cédo de agua e nutrientes
e 0s sintomas presentes na parte aérea nem sempre sdo visiveis. Entretanto,
alta populagdo desse nematdide no solo, oportuniza a entrada de outros
patdgenos cujos danos ocorridos s&0 mais visiveis e, consequentemente,
quantificados, e com isto os danos do Meloidogyne spp. passam despercebidos
(Waele & Davide, 1998).

Os nematdides s&o disseminados através da comercializacao
indiscriminada de mudas infestadas entre os bananicultures e a maioria das

cultivares plantadas sao suscetiveis aos nematoides (Waele & Davide, 1998;
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Vilas Boas et al.,, 2002). Ap6s o seu estabelecimento no bananal, o seu
controle é dificultado uma vez que, o controle quimico, mediante o uso de
nematicidas, pode nao ser viavel economicamente em areas infestadas,
inviabilizando sua adogao, além de ser toxico ao homem e ao meio ambiente
(Barros et al., 2000).

As mudas tém papel fundamental na qualidade fitossanitaria do bananal,
uma vez que, nematoides e outros patégenos sdo disseminados pelas mesmas.
De acordo com a aprovagao da Instrugao Normativa 17 de 31 de maio de 2005
do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (Brasil, 2005), o transito
de mudas atualmente s6 é permitido se estas forem provenientes de areas
livres da doenga Sigatoka Negra causada pelo fungo Mycosphaerella fijiensis e
que as mudas sejam micropropagadas e provenientes de matrizes livres de
pragas e doengas.

Atualmente, uma das ferramentas biotecnoldgicas disponiveis para o
estabelecimento dessas exigéncias normativas, € o uso da cultura de tecidos
para manter e estabelecer tecidos e 6rgaos vegetais sadios em condigdes
axénicas. Dentro da cultura de tecidos, a micropropagagdo tem sido
empregada para a produgcao de mudas sadias em escala comercial (Leonel et
al., 2004; Kapoor et al., 2008).

Entretanto, a técnica de micropropagagao tem sido limitada para muitas
espécies vegetais devido a baixa sobrevivéncia durante a fase de
aclimatizagcao (Kozai et al., 1991; Preece & Sutter, 1999) na qual ocorrem
adaptacdes e corregdes das anormalidades estruturais e fisiologicas das
plantas desenvolvidas in vitro (Wetzstein e Sommer,1982; Preece e Sutter,

1991; Lemos et al., 2001).
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Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) Filo Glomeromycota, ordem
Glomerales formam associa¢gdes mutualistas com raizes de plantas. O grande
interesse sobre essa simbiose deve-se ao grande numero de espécies vegetais
agricolas em que ocorrem aos beneficios que trazem as plantas hospedeiras e
a distribuicdo em varios habitats (Borges et al., 1997; Azcén-Aguilar & Barea,
1997; Berbara et al., 2006).

As micorrizas arbusculares melhoram o estado nutricional das plantas,
ampliam a adaptacdo de plantas em diferentes ecossistemas, aumentam a
tolerancia a fatores de estresse biotico e abiodtico. Isso reflete em aumento do
vigor, sobrevivéncia e produtividade de plantas micropropagadas (Azcon-
Aguilar & Barea, 1997; Yano-Melo et al., 1999; Costa, 2003).

O estabelecimento da associagao micorrizica tem sido benéfico na fase
de aclimatizagdo de plantas micropropagadas (Hooker et al., 1994; Kapoor et
al., 2008), proporcionando maior crescimento a varias espécies de plantas
incluindo a bananeira (Azcon-Aguilar et al., 1992; Elmeskaoui et al., 1995;
Yano-Melo et al., 1995; Schubert & Lubraco, 2000; Costa, 2003; Meira, 2004,
Moraes et al., 2004). Esse crescimento estd relacionado ao aumento da
tolerancia ao estresse, devido a maior absor¢cdo de agua e nutrientes e as
maiores taxas fotossintética e transpiratoria e a maior condutancia estomatica
das plantas associadas aos FMAs (Elmeskaoui et al., 1995; Yano-Melo et al.,
1999; Costa, 2003; Estrada-Luna & Davies, 2003).

Para o sucesso da inoculagao de plantas micropropagadas é importante
selecionar ndo s6 a espécie de FMAs, mas também o tipo de indculo a ser
utilizado (Fortuna et al., 1998). Assim, uma das alternativas para a produgao de

propagulos viaveis, de alta qualidade, livre de contaminantes tem sido a
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utilizacdo de indculos de FMAs produzidos monoxenicamente, em cultura de
raiz (Diop et al.,1994; Declerck et al., 1996; St Arnaud et al., 1996; Costa, 2003).
O uso desses FMAs para a inoculacdo de mudas micropropagadas, ainda no
ambiente in vitro, é tecnicamente viavel e permite estudos basicos da simbiose
e producdo de mudas colonizadas pelo fungo e, consequentemente, pré-
adaptagcdo para a aclimatizagédo (Pons et al.,, 1983; Diop et al., 1994;
Elmeskaoui et al., 1995; Declerck et al., 1996; Hernandez-Sebastia et al., 1999;
Kapoor et al., 2008).

Além dos efeitos nutricionais, da maior tolerancia de plantas a condigdes
de estresse bidtico e abidtico, podem ser atribuidos, também, aos FMAs
protecao das plantas contra danos causados por patégenos do solo, a exemplo,
dos nematdides (Yano-Melo et al., 1999; Schubert & Lubraco, 2000; Costa et
al., 1998; Estrada-Luna & Davies, 2003; Moraes et al., 2004, Meira, 2004; Hol &
Cook, 2005; Elsen et al., 2008).

Os FMAs podem ser considerados como agentes de biocontrole (Azcon-
Aguilar & Barea, 1996; Pozo et al., 2002) e tem tém recebido atencédo por
promoverem resisténcia e/ou tolerancia, reducao da incidéncia e severidade de
doencgas de plantas e redugao do numero de patégenos de solo (Cordier et al.,
1998; Hol & Cook, 2005; Borges et al., 2007).

O sucesso do sistema de defesa vegetal contra patégenos depende
primeiramente do reconhecimento e da invasdo do patdégeno nos estadios
iniciais para ativacao das cascatas de repostas de defesa. Plantas em simbiose
micorrizica sofrem alteragdes bioquimicas, fisiolégicas e moleculares
relacionados com o sistema de defesa da planta para que a simbiose seja

estabelecida (Garcia-Garrido & Ocampo, 2002). Entretanto, as respostas de
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defesa da planta sdo limitadas, transientes e restritas a células especificas,
mas as reacgdes nas plantas tém semelhancgas, do ponto de vista fisiolégico,
com as reagdes que se observam durante a colonizagdo por patdégenos
(Gianinazii-Pearson, 1996; Garcia-Garrido & Ocampo, 2002; Lambais et al.,
2003). A colonizagao micorrizica atua como sistema primario de defesa da
planta ao ataque do patégeno (Elsen et al., 2008).

As mudangas fisioldgicas na planta causada pelos simbiontes, previnem
o ataque de patdgeno e ativam mecanismos de defesa, uma vez que proteinas
relacionadas com a patogénense, fitoalexinas e lignificagdo da parede celular
tém sido relatadas em plantas micorrizadas em locais distantes dos sitios de
infeccao indicando, assim, a ocorréncia de resisténcia sistémica (Cordier et al.,
1998; Pozo et al., 2002; Selosse et al., 2004).

Segundo Azcon-Aguilar & Barea (1996) entre os mecanismos de
controle biolégico de doengas de plantas promovidos por FMA podem ser
citados: melhoria do estado nutricional da planta hospedeira, compensacao do
dano causado pelo patégeno, competicdo pelo sitio de infecgdo e sitio de
colonizagdo, mudancgas anatbmicas e morfolégicas no sistema radicular do
hospedeiro, mudancgas na populagdo microbiolégica da rizosfera e ativagao de
mecanismos de defesa que podem ser sistémicos ou localizados (Pozo et al.,
2002).

A inoculacao antecipada de FMAs em mudas de bananeira, as quais sao
mais vulneraveis aos nematodides, pode conferir maior protegcao e/ou tolerancia
e tornar-se manejo adequado contra nematdéides, proporcionando beneficios
para o crescimento e desenvolvimento das mudas (Pinochet et al., 1996; Pozo

et al., 2002; Elsen et al., 2003). Tem sido constatado que a inoculagédo com
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FMA aumenta o crescimento de plantas de bananeira micropropagada e,
também, a tolerédncia aos nematodides, compensacédo do dano causado pelo
nematoide, e, principalmente, nutricdo da planta (Pinochet et al., 1996; Selosse
et al., 2004).

Estresses bidticos e abidticos, por exemplo, promovidos por ataque de
patdgenos e alteracées da planta na aclimatizacéo alteram o metabolismo e
induzem a mudancas no desenvolvimento dessas plantas, causando explosao
oxidativa (De Gara et al., 2003). Durante o metabolismo aerdbico, o oxigénio
molecular (O) é reduzido a agua por 4 elétrons na cadeia transportadora de
elétrons, e esse O, é relativamente ndo reativo e nao téxico devido sua
estrutura estavel, mas sua redugao parcial gera intermediarios transitorios,
altamente reativos e danosos para a célula. Essa reducgao parcial do O, forma
as espécies de oxigénio reativas (EOR), incluindo o anion superoxido (Oy7),
peréxido de hidrogénio (H2O2) e o radical hidroxil (OH’) e, entre essas
moléculas, pode ocorrer conversoes tornando-se em espécies ainda mais

reativas (Figura 1).

02 Ea— 02\2|_|—+;'202 T’ OH- TP HZO
SOD CAT/PO

[

Energia reativa

Figura 1: Fluxo de elétrons durante a explosdo oxidativa e vias de
detoxificagao: oxigénio molecular (Oz), o anion superoxido (Oy7),
peréxido de hidrogénio (H20>), radical hidroxil (OH"), agua (H»0,),
enzima superéxido dismutase (SOD), enzima catalase (CAT),
enzima peroxidase (PO), elétron (e°) e hidrogénio (H").
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As EOR ocorrem normalmente no metabolismo celular, porém, quando
acumuladas tornam-se toxicas as células ao reagirem com outras moléculas
causando danos celulares (Hernandez et al., 2001; De Gara et al., 2003). As
EOR causam consideraveis perdas de qualidade e produtividade vegetal
devido ao excesso de produgdo de superdxido, peroxido de hidrogénio e
radical hidroxila que inativam macromoléculas diretamente ou reagem
instantaneamente com proteinas, lipidios ou DNA causando danos celulares
(del Rio et al., 2006).

A célula dispde das enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), e peroxidase (PO) para detoxificar essas EOR (Figura 1) (De Gara et al.,
2003). A enzima catalisadora SOD pode estar ligada a um metal (Cu/Zn, Mn e
Fe) e esta envolvida na reagdo de detoxificagcdo do O, em H,O (Figura 1). A
CAT e a PO, presentes nos peroxissomos e glioxissomos convertem o H>O,
em H,O (Figura 1) (del Rio et al., 2006).

As EOR tém varias fungcbes na defesa vegetal, podendo atuar
diretamente sobre o patdégeno, inibindo seu desenvolvimento; fortalecer a
parede celular, por favorecer as ligagbes cruzadas com proteinas estruturais;
na peroxidagcdo de lipideos da membrana plasmatica, fortalecendo sua
integridade e na regulagao da expressao de genes de defesa. Em associagdes
micorrizicas as EOR atuam como mensageiro secundario e alteragdes no
padrao das enzimas antioxidativas, como PO, estdo relacionados com o
desenvolvimento da simbiose (Garcia - Garrido & Ocampo, 2002).

As plantas que aumentam a producdo de enzimas antioxidantes,
mostram-se mais tolerantes a diferentes estresses, e as micorrizas induzem ao

aumento da atividade dessas enzimas (Alguacil et al., 2003; Costa, 2003;
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Lambais et al., 2003; Selosse et al., 2004). Dessa forma, os FMAs podem
aumentar a habilidade das plantas em resistir a estresses ambientais, por
permitir uma maior tolerancia as EOR, apesar do papel dessas enzimas em
micorrizas serem pouco elucidado (Costa, 2003).

Além das EOR, as plantas também dispdem do metabolismo de
fenilpropandide que esta relacionado como mecanismo de resisténcia sistémica
adquirida. Os compostos fendlicos apresentam diversas fungdes nos vegetais e
a classe mais abundante é a derivada da fenilalanina, que por meio da
eliminagdo de uma molécula de aménia forma o acido trans-cindmico. Essa
reacao é catalisada pela enzima fenilalanina amoénia liase (PAL) que catalisa a
primeira etapa da biossintese de fenilpropandide e o acido trans-cinamico
formado é incorporado em diferentes compostos fendlicos que participam da
defesa contra patdégenos (De Gara et al., 2003; Arfaoui et al., 2007).

A PAL esta situada em um ponto de ramificagao entre os metabolismos
primario e secundario, de forma que a reacdo que a essa enzima catalisa é
uma etapa reguladora importante na formagao de muitos compostos fendlicos.
A inducdo da atividade PAL é relacionada com ferimentos causados por
patdogenos (De Gara et al., 2003; Arfaoui et al., 2007). A biossintese de
compostos fendlicos € um dos componentes da resisténcia a patdgenos,
existindo uma correlacédo entre niveis elevados e fendlicos com resisténcia ou
resposta de plantas a infecgdo do patdégeno. Plantas em interagdo com
Rhizobium aumentam a expressédo de genes que codificam as enzimas da via
fenilpropandide. Na resisténcia de plantas a nematoides, tem sido relatado
aumento da atividade de PAL, acumulo de peroxidase, superoxido dismutase

(Arfaoui et al., 2007; Jaiti et al., 2007).
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Todos esses beneficios promovidos pelos FMAs em plantas ainda nao
sdo bem elucidados devido a dificuldade de estudos por serem biotroficos
obrigatérios. Dessa forma, o sistema de cultura para estabelecimento de
micorriza in vitro em raizes de cenoura transformadas (Bécard & Fortin, 1988)
pode ser usado como fonte de in6culo e, também, para estudos da associacéo
bem como os mecanismos envolvidos na bioprotecdo de plantas contra
patdgenos. A vantagem do uso desse sistema in vitro de FMA-patégeno, inclui
a auséncia de efeito indesejavel causado por contaminantes, eliminagdo da
influéncia de competicdo por nutrientes e monitoramento detalhado dos
eventos associados com o ataque de patdbgeno em raizes micorrizicas
(Benhamou et al., 1994; Elsen et al., 2001).

O controle biolégico pode ser método alternativo para manejo dos
nematoides das galhas. A manipulagdo de populagdes de microrganismos
habitantes comuns do solo associada as raizes € uma area de pesquisa
promissora, podendo ser alternativa efetiva e duravel no controle de doencas
do sistema radicular de plantas. Microrganismos benéficos que promovem
crescimento de plantas e apresentam efeito protetor contra patégenos do solo
como os FMAs, sédo considerados de grande potencial para agente de
biocontrole (Azcén-Aguilar & Barea, 1996; Cordier et al., 1998; Pozo et al.,

2002).
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CAPITULO |

Cultura dixénica do fungo micorrizico
arbuscular Glomus clarum e o nematoide
das galhas (Meloidogyne incognita) e
atividade enzimatica de raizes de
cenoura (Daucus carota) transformadas
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CAPITULO |

Cultura dixénica do fungo micorrizico arbuscular Glomus clarum e o
nematdide das galhas (Meloidogyne incognita) e atividade enzimatica de
raizes de cenoura (Daucus carota) transformadas

RESUMO

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) e o nematéide das galhas sao
obrigatoriamente dependentes da raiz para completo ciclo de vida. Ocupam o mesmo
nicho na raiz, podendo ocorrer interagdes que podem interferir no desenvolvimento de
um e de outro, direta ou indiretamente. Este trabalho teve como objetivo verificar a
interacao entre Meloidogyne incognita e Glomus clarum em raizes de cenoura
transformadas. Para tal, ovos de M. incognita foram esterilizados superficialmente e
aplicados em culturas de raizes de cenoura transformadas, em meio minimo e
incubados a 27 °C para determinagao do ciclo de vida em cultura monoxénica. Ovos
do nematoide foram aplicados em culturas monoxénicas de G. clarum e durante 80
dias de incubagéo a 28 °C, foram avaliados niUmero de esporos, comprimento de hifas
do FMA, ciclo de vida e numero de galhas do nematdide nesta cultura dixénica. Ovos
desinfestados superficialmente, foram aplicados em cultura monoxénicas do FMA e,
também, s6 em raiz de cenoura transformada para determinacdo da atividade da
peroxidase e fenilalanina aménia liase aos 0, 1, 4 e 7 dias ap6s a aplicagao desses
ovos. A cultura monoxénica do nematdide foi obtida com sucesso, e foi possivel
observar o completo ciclo de vida com formagao de galhas caracteristicas e postura de
massa de ovos. A cultura dixénica de G. clarum e M. incognita foi estabelecida e o
numero de esporos e comprimento de hifas ndo foram influenciados pela presenca do
nematoide, entretanto, o FMA reduziu o niumero de galhas do nematéide. A atividade
de peroxidade e fenilalanina ambnia liase apresentaram-se maiores nas raizes
colonizadas pelo FMA e com a aplicagdo do nematoide, quando comparada somente
com a raiz e a aplicagdo do nematdide. Concluimos que raizes transformadas podem
ser consideradas como boas culturas para reprodugdo e manutencédo de culturas
axénicas de M. incognita permitindo completo ciclo de vida e que G. clarum e M.
incognita sdo capazes de se estabelecerem em cultura dixénica, entretanto o niumero
de galhas é afetado pelo FMA. O aumento da atividade das enzimas nao pode ser
atribuido somente ao FMA ou ao nematdide, nas condi¢cbes estudadas.

Palavras-chave: micorriza arbuscular, cultivo in vitro, cultura monoxénica, cultura
dixénica, nematdide, controle biolégico, peroxidase e fenilalanina amoénia liase.
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1. INTRODUCAO

Dentre os fitopatégenos que determinam a produtividade das culturas,
encontram-se os nematdides formadores de galhas, pertencentes ao género
Meloidogyne, os quais constituem o grupo de maior importancia econémica. O
grande numero de hospedeiros existentes e a interagdo com outros organismos
patogénicos colocam os nematdides entre o0s principais patdégenos
responsaveis pela limitagdo da produtividade agricola (Ritzinger et al., 2007).

Fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) pertencem ao filo
Glomeromycota, ordem Glomerales (Brundrett, 2002; Berbara et al, 2006).
Esses simbiontes obrigatorios que associam com raizes de diversas espécies
de plantas, promovem aumento no crescimento e na nutricdo mineral do
hospedeiro e atuam no controle de patégenos de solo (Azcon-Aguilar & Barea,
1996; Elsen et al., 2001, 2003; Elsen et al., 2008; Pozo et al., 2002).

Varios estudos tém mostrado que os FMAs afetam a reprodugcdo dos
nematdides por meio da redugdo da ovoposi¢ao, do numero de individuos no
sistema radicular de plantas infectadas, do numero de galhas e podem, ainda,
aumentar a tolerancia das plantas ao ataque desses patdgenos por reduzir o
seu desenvolvimento (Elsen et al., 2003; Jaiti et al., 2008).

Populagdes de Pratylenchus coffeae, Radophulus similis, Meloidogyne
javanica, entre outros, foram reduzidas por Glomus mosseae e Glomus
intraradices quando associados as raizes de banana (Pinochet et al., 1996;
Elsen et al., 2003). Os fungos micorrizicos podem ter efeito na reprodug¢ao do
nematoide reduzindo galhas, ovos, inibindo a penetragdo, podem nao ter efeito

ou estimular a reprodugdo do nematoide (Siddiqui & Mahmood, 1995). Esses
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diversos efeitos indicam que essa interacdo é especifica e que o gendtipo da
planta, espécie do nematdide, isolado fungico e alteragcbes no ambiente podem
explicar essas diferentes respostas (Siddiqui & Mahmood, 1995; Hol & Cook,
2005; Borges et al., 2007; Jaiti et al., 2008).

O sucesso do estabelecimento da micorrriza € fundamental para o
controle dos nematdides, apresentando efeito negativo sobre a reprodugéo
desses organismos (Cordier et al., 1998; Elsen et al., 2001, 2003). Os
mecanismos de controle biolégico de doengas de plantas, promovidos pelos
FMA podem ser a melhoria do estado nutricional da planta hospedeira, a
compensagao do dano causado pelo patégeno, a competicdo pelo sitio de
infeccao e sitio de colonizagao e a ativagao de mecanismos de defesa (Azcon-
Aguilar & Barea, 1996; Cordier et al., 1998; Pozo et al., 2002; Elsen et al.,
2008).

O efeito bioprotetor dos FMAs aos patégenos de plantas pode estar
relacionado com a indugcao de resisténcia de forma localizada ou sistémica
(Cordier et al., 1998; Pozo et al., 2002; Elsen et al., 2008). Quando colonizadas
por FMAs, as plantas promovem alteragdes bioquimicas, fisiolégicas e
moleculares relacionados com o sistema de defesa da planta para que a
simbiose seja estabelecida (Garcia-Garrido & Ocampo, 2002; De Gara et al.,
2003; Selosse et al., 2004). Entretanto, as respostas de defesa da planta séo
limitadas, transientes e restritas a células especificas, mas as reagdes das
plantas tém semelhancgas, do ponto de vista fisioldgico, com as reagdes que se
observam durante a colonizagdo por patégenos (Gianinazii-Pearson, 1996;
Garcia-Garrido & Ocampo, 2002; Lambais et al.,, 2003). A colonizagéo

micorrizica atua como sistema primario de defesa da planta ao patégeno (Elsen
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et al.,, 2008). Plantas com maiores atividades de enzimas antioxidantes
mostram-se mais tolerantes a diferentes estresses, e as micorrizas induzem ao
aumento da atividade das enzimas antioxidantes como peroxidase, catalase e
superoéxido dismutase (Costa, 2003; Lambais et al., 2003; Meira, 2004; Arfaoui
et al., 2007).

A peroxidase € uma enzima que apresenta inducdo transitoria da sua
expressao, seguida de posterior supressao durante a colonizagdo micorrizica.
As peroxidases catalisam a polimerizacdo oxidativa de fenilpropandides para
producao de lignina e estdo envolvidas na ligagdo cruzada de proteinas da
parede celular, contribuindo para o aumento da rigidez (Siddiqui & Mahmood,
1995; Hol & Cook, 2005; del Rio et al., 2006). Dessa forma, o peréxido de
hidrogénio tem papel importante no reforco da parede celular e indugao
sistémica de genes de defesa (del Rio et al., 2006).

Outra enzima também relacionada com mecanismos de defesa contra
patbgenos é a fenilalanina amoénia liase, enzima-chave na rota dos
fenilpropandides, €& responsavel pela desaminacdo da L-fenilalanina,
transformando-a em acido trans-cinamico e aménia. O acido trans-cinamico é
incorporado em diferentes compostos fendlicos que dao origem a fitoalexinas,
compostos antimicrobianos intimamente associadas a resisténcia de plantas a
patdgenos (Wuyts et al., 2006; Arfaoui et al., 2007).

O estudo dos mecanismos envolvidos na bioprotecdo dos FMAs aos
nematoides tem sido limitado devido ao biotrofismo e ao parasitismo obrigatorio
de ambos. Entretanto, raizes de plantas transformadas geneticamente por
Agrobacterium rhizogenes tem sido utilizada com sucesso para o

estabelecimento de culturas monoxénicas in vitro de FMAs e de nematdides,
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fornecendo material puro adequado para estudos basicos dessas interacdes
(Bécard & Fortin, 1988; Verdejo et al., 1988, Declerck et al., 1996; Elsen et al.,
2001; Fortin et al., 2002; Elsen et al., 2003).

Atualmente, foi descoberto que existem muitas espécies de Glomerales
e de M. javanica, Radopholus similis, Pratylenchus coffeae que sdo capazes de
se reproduzem em culturas de raizes transformadas por A. rhizogenes (Verdejo
et al.,, 1988; Elsen, et al., 2001; Fortin et al., 2002; Costa, 2003; Elsen,et al.,
2003; Declerck et al., 2002). A vantagem do uso desse sistema in vitro de FMA-
nematoide, inclui a auséncia de efeito indesejavel causado por contaminantes,
eliminagdo de influéncia de competicdo por nutrientes, mudancas
microbiolégicas na rizosfera, monitoramento detalhado dos eventos associados
com o ataque do patdégeno em raizes micorrizicas (Benhamou et al., 1994;
Elsen et al., 2001).

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi estabelecer a cultura monoxénica
de Meloidogyne incognita em raizes de cenoura transformadas, bem como, o
estudo da interagdo de Glomus clarum e M. incognita em sistema dixénico, em
raizes de cenoura transformadas, e a avaliagdo da atividade peroxidase e
fenilalanina amédnia liase em raizes de cenoura transformadas colonizadas por

G. clarum apds a inoculagao com M. incognita.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Raizes de cenoura transformadas

Raizes de cenoura (Daucus carota L. cultivar Nantes) foram
transformadas segundo Bécard & Fortin (1988) utilizando-se a linhagem de
Agrobacterium rhizogenes R1601 cedida pelo Prof. Wagner Campos Otoni do
Laboratorio de Cultura de Tecidos — BIOAGRO - UFV. Essas raizes fazem
parte da colegdao de raizes de cenoura transformadas do laboratério de
Associagdes Micorrizicas— BIOAGRO - UFV. A manutencdo dessa colecéo é
feita mensalmente, por sucessivos subcultivos em placas de Petri de 90 mm de
diametro contendo meio minimo (MM), pH 5,5, com 0,4 % de Phytagel® (Sigma

Chemical Company EUA) armazenadas a 28 °C no escuro (Costa, 2003).

2.2. Cultura monoxénica de Glomus clarum

O in6culo in vitro de Glomus clarum foi estabelecido a partir da
inoculagdo de esporos do fungo, desinfestado superficialmente, em raizes de
cenoura transformadas (Bécard & Fortin, 1988; Costa, 2003). Esses fungos séo
mantidos in vitro por subcultivos trimestrais em placas de Petri de 90 mm de
didmetro contendo raizes de cenoura transformadas em MM, pH 5,5, com
0,4 % de Phytagel®e, constituem, o estoque in vitro dos FMAs, da colecdo do
laboratério de Associagbes Micorrizicas do Departamento de Microbiologia da
UFV, mantidos a 27 °C, no escuro (Costa, 2003). Periodicamente, com o
auxilio de microscopio estereoscopico foram observadas as estruturas tipicas

dos FMAs como, hifas extraradiculares e esporos.
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2.3. Cultura monoxénica de Meloidogyne incognita

Ovos de Meloidogyne incognita utilizados para obtencdo de cultura
monoxénica foram multiplicados e mantidos em raizes de tomateiro cv Santa
Clara, em solo e areia na proporgao de 1:1 (v:v), em casa de vegetacao e
cedidos pelo prof. Leandro Grassi de Freitas do Laboratorio de Controle
Biologico de Fitonematdides - BIOAGRO - UFV. Foi utilizada a metodologia de
Boneti & Ferraz (1981) para extragao dos ovos.

Para esterilizagdo superficial dos ovos de M. incognita filtros com
membrana milipore de 0,45 um, previamente esterilizados em autoclave por 20
minutos, receberam os ovos do nematodide e foram imersos, seqlencialmente,
em solugdes esterilizadas de penicilina 0,1 % por 45 minutos, em sulfato de
estreptomicina 0,1 % por 45 minutos e Cloramina T® (Sigma Chemical
Company EUA) 0,5 % por 10 minutos. Posteriormente, foram lavados quatro
vezes em agua destilada esterilizada (metodologia adaptada de Sawhney &
Webster, 1975 e de Costa, 2003).

Os ovos foram retirados da membrana e homogeneizados em agua
destilada esterilizada e, com auxilio de pipeta de Paster, 100 ovos foram
transferidos, assepticamente, para placas de Petri de 90 mm de diametro
contendo raizes transformadas de cenoura em MM pH 5,5, com 0,4 % de
Phytagel® (3 meses de cultivo) e incubadas horizontalmente invertida, no
escuro a 27 °C.

Diariamente, com o auxilio de microscépio estereoscopico, foi observada
a eclosao de juvenis de secundo estadio (J2), a penetragao de J, 0 numero de

galhas formadas, a produgdo de massas de ovos € uma nova eclosao de Jy,
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seguido de uma nova penetracdo, completando um ciclo de vida. Foi
determinado também, o periodo de formagao do ciclo de vida do M. incognita
no ambiente in vitro. Foram realizadas 12 repetigdes, considerando uma placa

como uma repeticao.

2.4. Cultura dixénica de Glomus clarum e Meloidogyne incognita

A cultura dixénica foi estabelecida em raizes de cenoura transformadas
em placas de Petri de 90 mm de diametro contendo MM pH 5,5 com 0,4 % de
Phytagel® (Bécard & Fortin 1988).

Uma galha tipica contendo postura de massas de ovos formadas pelo M.
incognita in vitro foi transferida para o centro da placa de Petri contendo raizes
de cenoura transformadas colonizadas ou ndo por G. clarum com 3 meses de
cultivo, com associacao estabelecida. O controle foi constituido da inoculacao
de uma galha com massas de ovos em raizes de cenoura transformadas nao
colonizadas por FMA. O sistema dixénico foi incubado horizontalmente,
invertido, por 80 dias, no escuro a 27 °C. Foram realizadas 4 repetigbes, sendo
considerado cada placa de Petri (um sistema dixénico) uma repeticao.

Em cada repeticdo, o numero de esporos foi contado individualmente
com auxilio de microscopio binocular aos 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 dias
ap6s a inoculagdao da galha e o comprimento da hifa extraradicular foi
mensurado em 0 e 80 dias apdés a inoculagdo da galha. Foram retiradas
fotografias das hifas extraradiculares com maquina digital Q color 3 Olympus
acoplada ao microscoépio invertido binocular Olympus IX 70. Com auxilio do
programa Image Pro Plus (Media Cybernetics, Silver Springs, MD, 20910)

foram realizadas medicbes, em mm, de todas as hifas presentes nas
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fotografias. No final do experimento, foi obtida a percentagem de colonizagao
micorrizica das raizes de cenoura transformadas (Brundrett et al., 1996; Phillips
& Hayman 1970) e a contagem das galhas.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia ao

nivel de 5 % de probabilidade.

2.5. Atividade enzimatica de raizes de cenoura transformadas em cultura
monoxénica de G. clarum apds inoculacdo de M. incognita

Culturas monoxénicas de G. clarum em raizes de cenoura
transformadas de 4 meses de cultivo foram utilizadas para analisar a atividade
de peroxidase (PO, EC 1.11.1.7) e fenilalanina amoénia liase (PAL, EC 4.3.1.5.).
Ovos de M. incognita foram esterilizados superficialmente conforme descrito
anteriormente e homogeneizados em agua destilada esterilizada. Com auxilio
de pipeta de Pasteur, 100 ovos foram transferidos, assepticamente, para
placas de Petri de 90 mm de didmetro contendo culturas monoxénicas de G.
clarum em raizes transformadas de cenoura (tratamento 1) e para placas
somente de raizes transformadas de cenoura na auséncia de G. clarum
(controle) em MM pH 55, com 04 % de Phytagel® e incubadas
horizontalmente, mas invertida, no escuro a 27 °C. O experimento foi montado
em delineamento inteiramente casualizado com 4 repeticbes. Amostras das
raizes em 0, 1, 4 e 7 dias apds a inoculagcdo com os ovos foram retiradas para
analise enzimatica. Os dados foram submetidos a andlise de variancia a 5 %
de probabilidade.

A determinacdo da atividade enzimatica de fenilalanina aménia liase

(PAL) foi obtida pela homogeneizagdo de 0,5 g de raizes (congelados em
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nitrogénio liquido e armazanados a -20 °C) com igual volume de PVPP e
suspendida em 5 mL de tampao borato 25 mM, pH 8,8, em almofariz de
porcelana resfriado a 4 °C. Os fragmentos de células foram removidos por
centrifugagéo a 24.000 g por 30 minutos a 4 °C e o sobrenadante armazenado.
Para o ensaio, 200 uL do extrato enzimatico obtido foram adicionados a 800 uL
de solucgdo de L-fenilalanina 15 mmol L' em tampao borato, 25 mmol L™, pH
8,8 e incubados por 1 hora a 37 °C. A reacao foi interrompida com adicao de 50
pL de HCI 5 mol. Apds o periodo de incubacgao, as amostras foram lidas a 290
nm. A atividade de PAL foi expressa em quantidade (nmol) de acido cinadmico
formado na reagao por 1 hora e por conteudo de proteina da amostra (nmol
acido cinamico. h'. mg” de proteina). A curva padrdo de acido cinamico foi
utilizada (Wuyts et al., 2006).

A atividade da peroxidase (PO) foi determinada em amostras de 50 mg
de raizes homogeneizadas com igual volume de PVPP e suspendidas em 1 mL
de tampao fosfato de sddio 50 mmol L™, pH 6,0 em em almofariz de porcelana
resfriado a 4 °C. As amostras foram centrifugadas a 16.000 g por 20 minutos a
4 °C e o sobrenadante utilizado no ensaio. O volume de 200 pL do extrato
enzimatico foi adicionado a 250 pL de agua, 500 pL de H,0, 30 mmol L™, 500
uL de guaiacol 30 mmol L™ e 1500 pL de tampao fosfato de sédio 50 mmol L™,
pH 6,0 a 25 °C. A mudanga na densidade otica da mistura de reacao foi
imediatamente registrada a 470 nm por 2,5 minutos com intervalo de 15
segundos. O branco constitui a mistura de reagdo sem o extrato enzimatico. A
atividade de PO foi expressa em unidades de absorvancia (UA) por minuto por
contetido de proteina da amostra (UA min™ mg™ de proteina) (Menolli et al.,

2008).
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A determinagcdo de proteinas soluveis das amostras foi realizada
segundo o método colorimétrico de Bradford (1976), baseado em equacéao de
curva padrao de albumina bovina a 0,5 % (BSA) e leitura da absorbancia a 595
nm.

Para a condugdo do experimento foram obedecidas as normas de
biosseguranca estabelecidas pela CTNBio (Comissao Técnica Nacional de

Biosseguranga), com autoclavagem de todo o material transgénico envolvido.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Cultura monoxénica de Meloidogyne incognita

A cultura monoxénica de M. incognita foi obtida com sucesso, sendo o
nematoide capaz de reproduzir-se em condi¢des in vitro em raizes de cenoura
transformadas, em MM (Figura 1). Meloidogyne javanica e M. incognita
também ja haviam sido cultivadas em raizes de cenoura transformadas
(Sawhney & Webster, 1975; Verdejo et al., 1988) e de Radopholus similis em
calos de alfafa, no qual foi observado a reproducao e todos os estadios de
juvenis (Elsen et al., 2001).

A metodologia utilizada para a desinfestagao superficial dos ovos nao foi
prejudicial para o desenvolvimento embrionario, eclosdo, migracdo e
infectividade do J, no hospedeiro. Dessa forma, esta metodologia pode ser
adotada, uma vez que as metodologias estabelecidas para esta finalidade tém
usado cloreto de mercurio (HgCl,), um metal téxico para o homem (Elsen et al.,
2001, 2003).

Apos a inoculagdo verificou-se que os ovos foram distribuidos
aleatoriamente sobre a superficie do meio e, também, em contato direto com
as raizes de cenoura transformadas (Figura 1A e 1B). Um dia apés a
inoculagao dos ovos, os J; iniciaram a eclosao (Figura 1C e 1D), que durou por
3 dias. Ao eclodir, se movimentaram aleatoriamente de forma sinuosa
caracteristica sobre a superficie do meio de cultura (Figura 1E e 1F) até a

localizag&o da raiz hospedeira (Freire et al., 2007).
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Figura 1. Cultura monoxénica de Meloidogyne incognita em raizes de
cenoura transformadas (RT), em meio minimo. Ovos de M.
incognita em contato direto (A) e proximos (B) da RT.
Juvenis de segundo estadio (J, ) proximos da RT (C) e
detalhe do J,, na superficie da RT. Movimento sinuoso do J,
na superficie do meio de cultura (E e F). Barra=0,5 mm.
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No décimo quarto dia, foi observada a formacdo de galhas
caracteristicas, principalmente nas extremidades apicais das raizes (Figura 2A),
mas também foram observadas na regido mediana das raizes (Figura 2B). Os
nematoides podem perfurar a parede celular com seu estilete, penetrar no
hospedeiro e movimentar-se nos tecidos migrando em dire¢do ao cilindro
central, para o estabelecimento das células gigantes (Freire et al., 2007).

Essas galhas foram formadas, com maior frequéncia, nas raizes
presentes na superficie do meio de cultura, diferindo do resultado de Verdejo et
al. (1988) que verificaram a formagao de galhas de M. javanica em raizes no
interior do meio de cultura. Considerando que a reprodug¢do dos nematoides
nao depende somente do hospedeiro, mas também, da sua movimentacao
(Freire et al., 2007), a superficie do meio de cultura nao interferiu no seu
movimento, resultando assim na sua reprodugdo. Ao trigésimo dia apés a
inoculagdo dos ovos, foi observada a postura de ovos em massa gelatinosa
(Figura 2C).

Dessa forma, a movimentagcdo do J, infectivo, aliado a temperatura
adequada do ambiente in vitro e a compatibilidade com o hospedeiro pbéde
proporcionar maior rapidez de penetracdo e, consequentemente, de
estabelecimento do sitio de alimentacao, resultando na formagéao de galhas e

producao de ovos.
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Figura 2. Cultura monoxénica de Meloidogyne incognita em raizes de
cenoura transformadas (RT), em meio minimo. Galha
formada na extremidade das RT (A) e também em regides
medianas das RT. Postura de ovos em massa gelatinosa na
superficie da galha. Barra=0,5 mm.
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O ciclo de Meloidogyne spp. € em torno de 30 dias variando com a
temperatura. No periodo de verdo, completa seu ciclo em 30 dias e no inverno
pode completar-se em até 70 dias (Rocha, 2007). O sistema monoxénico
obtido em nosso trabalho permite a manutencdo de temperatura constante
durante todo o cultivo, dessa forma, favorece e mantem constante o ciclo de
vida dos nematoides.

A cultura monoxénica de M. incégnita péde ser mantida como cultura
continua através da transferéncia de fragmentos de raizes contendo galhas
com massas de ovos ou somente dos ovos para novos fragmentos de raiz
crescendo ativamente. Assim, esta técnica mostrou-se bastante util na

manutencio de culturas axénicas de nematdides in vitro.

3.2. Cultura dixénica de Glomus clarum e Meloidogyne incognita

A cultura dixénica de G. clarum e M. incognita foi estabelecida em raizes
de cenoura transformadas (Figura 3). M. incognita foi capaz de completar o
ciclo de vida na presenga do fungo micorrizico. Elsen et al. (2001, 2003)
também estabeleceram culturas dixénicas de G. intraradices — Radopholus
similis e G. intraradices — Pratylenchus coffeae, ambos em raizes de cenoura
transformadas.

Nove dias apds a inoculacdo da galha contendo massas de ovos, foi
observada a eclosdo de J,, que movimentou sobre a superficie do meio de
cultura e, 48 horas apds a eclosdo, pode-se observar que todos os J,

penetraram nas raizes, uma vez que nao foram encontrados no meio de cultura.
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Figura 3. Cultura dixénica de Glomus clarum e Meloidogyne incognita
em raizes de cenoura transformadas (RT), em meio
minimo. Esporos produzidos na superficie do meio minimo e
na RT (A). Galha formada na extremidade da RT e presenca
de esporos (e) de G. clarum (B). Detalhe da galha formada
em meio de hifas (h) (C). Detalhe da postura de ovos em
massa gelatinosa na superficie da RT (D). Postura de ovos
em massa gelatinosa na superficie RT (rt) e presencga de
hifas (h) e esporos (e) de G. clarum. Barra em linha
branca=0,5 mm, barra em linha preta=1 mm.
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A massa de ovos de M. incognita utilizada como inéculo mostrou-se
eficiente para obtencdo da cultura. Este tipo de indculo é transferindo em
condigdes assépticas e varias centenas de ovos podem ser transferidas em
unica vez. Entretanto, a padronizagao do inéculo ndo é possivel, uma vez que,
0 numero de ovos por massa de ovo é altamente variavel. Verdejo et al. (1998)
quantificou o numero de ovos de M. javanica produzidos em raizes de batata
transformadas e observou variagao entre 245 e 356 ovos por massa de ovos.

As placas contendo a cultura dixénica continham muitos esporos na
superficie do meio de cultura e também na superficie das raizes de cenoura
(Figura 3A). A formagao de galhas caracteristicas se deu aos 15 dias apés a
inoculagdo da massa de ovos (Figura 3B e 3C) em meio as hifas e esporos de
G. clarum e a postura dos ovos em uma massa gelatinosa, 15 dias apos a
formagao das galhas (Figura 3D e 3E).

A producéao de esporos formados durante os 80 dias em cultura dixénica
nao foi afetada pela inoculacido dos ovos e pela movimentacdo de J, Raizes
inoculadas ou ndo com o nematéide nao alteraram significativamente o niumero
de esporos durante os 80 dias de incubagao (Figura 4). Nossos resultados
corroboram com os de Costa (2003) que observou que em culturas
monoxénicas de G. clarum, o nimero de esporos a 28 °C apds 3 meses de

cultivo, estabiliza a produgcao de esporos.
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Figura 4. Numero de esporos de Glomus clarum produzidos em
cultura dixénica em raizes de cenoura transformadas em O,
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 dias apos inoculagdo de
ovos de Meloidogyne incognita ou ndo. Médias nas colunas
seguidas pela mesma letra, dentro do mesmo dia, n&o
diferem significativamente a 5 % pelo teste F.
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A densidade de hifas no meio de cultura foi de 145 cm? cm?e 141 cm?
cm™? em raizes inoculadas e n3o inoculadas com nematdide, respectivamente,
nao diferindo estatisticamente entre estes tratamentos inoculados ou ndo em 0
e 80 dias apds a inoculacédo (Tabela 1). Oitenta dias apds a inoculacéo, a
densidade da hifa foi estatisticamente igual, tanto no tratamento com ou sem os

nematoides (Tabela 1).

Tabela 1. Densidade de hifa (DH) (cm. cm™) de Glomus clarum (Gc) em raizes
de cenoura transformadas (RT), em meio minimo, em 0 e 80 dias
apos a inoculagao de Meloidogyne incognita (Mi) e percentagem de
colonizagéo (Col) (%) e numero de galhas (G) (n) apds 80 dias da
inoculagao de M. incognita.

DH (cm. cm™®) Col (%) G (n)
Dias ap6s inoculagéo
0 80
RT + Gc + Mi 145 a 171a 67 a 17b
RT + Gc - Mi 141 a 176 a 73 a 0
RT - GC + Mi 0 0 0 23a

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, n&o diferem entre si, pelo teste F, a 5 %
de probabilidade.

Esses resultados evidenciam que os J; ao movimentarem na superficie
do meio de cultura n&o interferem no crescimento e desenvolvimento das hifas
e, também, na formacdo e producdo de esporos que estdo intimamente

associadas.
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A percentagem de colonizacao nao diferiu entre as raizes inoculadas ou
nao com os nematodides (Tabela 1). A producao de esporos é relacionada com
a frequéncia e intensidade de colonizacao, sugerindo assim, uma relagao entre
o espalhamento intraradicular e o desenvolvimento do fungo e esporulagao
(Declerck et al., 1996). O desenvolvimento da raiz e do micélio extraradicular
€ intimamente associado. Ambos crescem juntos durante o crescimento ativo
da raiz seguido de um periodo em que s6 o fungo se desenvolve. A produgéo
de esporos depende da biomassa do micélio extraradicular e da realocacao de
nutrientes via hifa (Declerck et al., 1996).

Em P. coffeae em cultura dixénica com R. simillis, Elsen et al (2003) nao
observaram diferencas na dinamica de esporulagdo entre os tratamentos com
ou sem nematoide. Dessa forma, os nematdides nao influenciaram a producéao
de esporos.

Foi observada ao final do experimento que o numero de galhas foi
reduzido em raizes de cenoura transformadas colonizadas pelo FMA quando
comparado com raizes nao colonizadas (Tabela 1). Esses resultados
corroboram com os de Elsen et al. (2003) que observou que em cultura
monoxénica na presencga de Glomus intraradices a populagdo de Pratylenchus
coffeae foi reduzida em 50 % quando comparada com o controle. Entretanto
este resultado nao foi observado para todos os estadios de desenvolvimento do
nematoide. Em cultura dixénica de G. intraradices e Radopholus similis o total

da populagéo foi suprimido em presenca do fungo (Elsen et al., 2001).
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3.3. Atividade de peroxidase e fenilalanina amdnia-liase em raiz de
cenoura transformada em cultura dixénica

As raizes de cenoura apresentaram meédia de colonizagao de 66 % e a
simbiose estabelecida incrementou a atividade da peroxidase (PO) nas raizes
de cenoura transformadas infestadas com M. incognita (Figura 5). Em 0 e 1 dia
apos a aplicacdo dos ovos, nao foi detectada diferenga na atividade da PO
entre as raizes com ou sem o fungo G. clarum (Figura 5), entretanto, acs 4 e 7
dias, essa atividade foi significativamente maior, nas raizes colonizadas pelo
fungo micorrizico (Figura 5).

O aumento da atividade da fenilalanina amoénia-liase (PAL) sé foi
observada nas raizes inoculadas com o fungo micorrizico aos 4 dias apo6s a
inoculagdo do nematdide (Figura 6). Nos outros dias ndo houve diferenca
estatistica na atividade.

As raizes inoculadas tanto com o fungo e com o0s nematdides
apresentaram maior atividade da PO e PAL. Entretanto nessas condi¢des
avaliadas fica pouco evidente se esse aumento na atividade pode ser atribuido
ao fungo ou a inoculagdo do nematdide. Wuyts et al. (2006), verificaram que a
resisténcia de plantas a nematdides esta relacionada ao aumento na atividade

das enzimas PAL, PO, polifenoloxidases, superdxido dismutase e quitinases.

52



Unidades de absorbancia (UA) de PO
(min"t mg? de proteina)

Figura 5:

M RT - G. Clarum + M. incognita
O RT + G. clarum + M. incognita

16 -
14 -
12 1 b b b

10 1

0 1 4 7
Dias ap06s inoculagcéo do Meloidogyne incognita

Unidades de absorbancia (UA) de peroxidase (PO) min™’
mg' de proteina, em raizes de cenoura transformadas
(RT) por Agrobacterium rhizogenes colonizadas por
Glomus clarum (+) ou n&o (-) antes (o dias), 1, 4 e 7 dias
apos a inoculagédo de ovos do Meloidogyne incognita.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si,
entre coluna, no mesmo dia, pelo teste F a 5 % de
probabilidade.
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Figura 6: Atividade de fenilalanina amdnia liase (FAL) em nmol de

acido cinamico h' mg’' de proteina em raizes de
cenoura transformadas por Agrobacterium rhizogenes
colonizadas por Glomus clarum (+) ou ndo (-) antes (0
dias), 1, 4 e 7 dias apds a inoculagdo de ovos de
Meloidogyne incognita. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si, entre colunas, no mesmo dia,
pelo teste F a 5 % de probabilidade.
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A alta atividade de PO é detectada no inicio do estabelecimento da
associacao micorrizica e, posteriormente, é reduzida (Garcia-Garrido &
Ocampo, 2002). Este padrao de resposta se da devido ao acumulo de EORs
como H;0, e O no sitio de infecgdo. Entretanto, durante o desenvolvimento
intracelular do FMA ocorre explosdo oxidativa localizada, acarretando em
acumulo de EORs e, consequentemente, ativacdo de enzimas antioxidantes
(Garcia-Garrido & Ocampo, 2002; Costa, 2003; Lambais et al., 2003). Essa
enzima, em associacdo micorrizica, tem merecido atengao especial, por estar
relacionada em varios mecanismos de defesa, tais como a sintese de lignina, a
geracao de EORs e, também, na indugao de resisténcia atuando como barreira
para a invasao de patdégenos em tecidos de plantas (Arfaoui et al., 2006, De
Gara et al., 2003).

Por ser expressa em associacdes micorrizicas, a PO, pode contribuir no
aumento de resisténcia de certos patdgenos de solo, como os nematdides. O
aumento da PO e da catalase em raizes micorrizadas, também coincide com
acumulo de acido salicilico (AS). O AS é um sinalizador molecular envolvido na
ativacdo de reagao de defesa planta-patégeno e, ao acumular, aumenta a
expressao de PAL (Blilou et al., 2000).

Esse aumento da expressdo de PAL leva a um acelerado acumulo de
fitoalexinas, metabdlitos secundarios que sao capazes de impedir ou reduzir a
atividade do nematdide. Resposta ao ataque de patégenos, expressando
aumento da PAL, tem sido detectada horas apds inoculagdo de patégeno e
enzima peroxidase, tem-se observado que sua atividade aumenta

gradualmente, apds inoculagao do patégeno (del Rio et al., 2006).
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As respostas de defesa sao geralmente, relacionados as raizes in vivo,
entretanto, poucos relatos mostram estes mecanismos de defesa em ambiente
in vitro em raizes transformadas. Os trabalhos envolvendo cultura dixénica de
Elsen et al. (2001, 2003) nao avaliaram mecanismos de defesa das raizes, e,
sim, a reprodugdao dos FMAs e nematdides. Costa (2003) demonstrou que
essas raizes associadas ao FMA, induzem mecanismos de defesa em
condicdes de exposicao a altas temperaturas, através do aumento de atividade
de enzimas antioxidantes.

Raizes de cenoura transformadas associadas aos fungos micorrizicos
permitram aumento da protecdo contra Fusarium oxysporum f. sp.
chysanthemi pelo acumulo de quitinases no sitio de penetracdo do patégeno,
em ambiente in vitro (Benhamou et al., 1994).

Embora estudos em campo e em casa de vegetacdo serem necessarios
para dar veracidade a complexa interacdo que ocorre in vivo, o uso de culturas
axénicas permite isolar o microrganismo em estudo de efeitos bidticos e
abidticos presentes e, também, observacdes ndo destrutivas das interacdes e
constatar que neste ambiente in vitro, é possivel determinar atividades

enzimaticas.
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4. CONCLUSOES

e Raizes de cenoura transformadas podem ser consideradas como boas
culturas para reproducdo e manutencdo de culturas axénicas de M.

incognita livre de contaminantes.

e M. incognita é capaz de infectar e reproduzir em raizes de cenoura

transformadas, formando galhas.

e G. clarum e M. incognita sao capazes de completar seus ciclos de vida,

em presenga de ambos, em raizes de cenoura transformadas.

e M. incognita n&do afeta a reprodugao de G. clarum em cultura dixénica.

e G. clarum reduziu o numero de galhas de M. incognita em cultura

dixénica.

o Raizes de cenoura transformadas apresentaram maiores atividades de
peroxidase e fenilalanina amodnia liase, quando associadas aos FMAs e
aos nematoide, entretanto, esse aumento ndao pode ser atribuido ao

fungo ou ao nematdide, nas condi¢des estudadas .
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CAPITULO Il
Aclimatizac&o de plantas de bananeira micropropagada micorrizadas
in vitro

RESUMO

Mudas de bananeiras s6 podem ser comercializadas se estas forem
micropropagadas e livres de pragas e doencgas. O sucesso da micropropagag¢ao
depende da aclimatizacdo, uma fase delicada para plantas. Nessa etapa, a
inoculagdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) é uma medida
importante, visto que esses fungos proporcionam efeitos benéficos ao
crescimento das plantas e podem garantir a sobrevivéncia. A inoculagao dos
FMA ainda no ambiente in vitro é possivel através do sistema de cultivo
tripartite. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da inoculagcdo de Glomus
clarum in vitro sobre o desenvolvimento e sobrevivéncia de mudas
micropropagadas de bananeira, cultivares Prata-Ana e FHIA 01. Os cv. Prata-
Ana e FHIA 01 foram enraizadas em meio de cultura e, apos 30 dias, foram
transferidos para recipiente do tipo magenta contendo substrato e inoculados
com G. clarum, produzidos em raizes de cenoura transformada, e
acondicionados em embalagem de polipropileno, em ambiente umidificado e
vedado. Apds 50 dias em sala de crescimento, os cv. Prata-Ana e FHIA 01
apresentaram 30 % e 34 % de colonizagdo micorrizica, respectivamente.
Entretanto, nado foi houve diferenca no crescimento no ambiente in vitro das
plantas inoculadas ou ndo com o FMA. Apd6s a micorrizagao in vitro, as plantas
dos dois cultivares foram aclimatizadas em casa de vegetacéo, onde obteve-se
100 % de sobrevivéncia. Apdés 60 dias em casa de vegetagdo, o FMA
proporcionou um melhor desenvolvimento tanto do sistema radicular e da parte
aeérea e, também, maior conteudo de nutrientes da parte aérea da Prata-Ana e
FHIA 01. Esses resultados mostram que o sistema tripartite proporcionou o
estabelecimento da associagdo micorrizica, que promoveu o crescimento e 0

desenvolvimento da Prata-Ana e FHIA 01.

Palavras-chave: micorrizag&do in vitro, micropropagacgao, aclimatizagao,
Musa sp, fungos micorrizicos arbusculares.
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1. INTRODUCAO

A bananicultura é atividade de importancia econémica no Brasil e no
mundo. O Brasil destaca-se como segundo maior produtor mundial com
producdo, em 2005 de 6,99 milhdes de toneladas, sendo também o segundo
maior consumidor (FAO, 2005). Essa cultura é frequentemente afetada por
problemas fitossanitarios e a Sigatoka-Negra, causada por Mycosphaerella
fijiensis Morelet, é considerada a principal doenga, com perdas de 100 % dos
bananais (Ritzinger et al., 2007).

Como consequéncia, foi aprovada a Instrugdo Normativa N° 17 de 31 de
maio de 2005 do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento que
determina que o transito de mudas de bananeira atualmente s6 é permitido se
estas forem provenientes de areas livres da Sigatoka Negra e que as mudas
sejam micropropagadas e provenientes de matrizes livres de pragas e doencgas
(Brasil, 2005).

Neste contexto, a micropropagagao constitui importante ferramenta
tecnolégica para propagacédo clonal massal de plantas matrizes de alta
qualidade. A producédo comercial de bananeira por meio da cultura in vitro tem
sido empregada com sucesso, possibilitando a produ¢do de mudas superiores
e praticamente livres de pragas e doengas (Sanada, 1993). Mudas
micropropagadas produzem 30 % a mais do que as convencionais, permitem
colheita sincronizada nos primeiros ciclos da cultura, possibilitam maior vigor
das plantas (Borges et al., 1997; Lemos et al., 2001; Jaizme-Vega et al., 2003).

Na micropropagacao tenta-se eliminar os organismos associados ao

tecido vegetal, prezando-se condigbes assépticas, que geralmente sao
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estendidas para os estadios iniciais da aclimatizagao (Lins et al., 2003). Entre
esses microrganismos excluidos, encontram-se os benéficos como os fungos
micorrizicos arbusculares (FMA), que sao simbiontes obrigatérios. Os FMA
associam-se as raizes de plantas e proporcionam aumentos no vigor, na
sobrevivéncia e na produtividade de plantas micropropagadas devido a
melhoria do estado nutricional e & maior tolerancia a fatores de estresse biotico
e abidtico (Azcodn-Aguilar et al., 1997; Yano-Melo et al., 1999; Rai, 2001;
Estrada-Luna & Davies, 2003; Costa, 2003).

A inoculagdo de FMA, ainda no ambiente in vitro, &€ possivel gragas ao
desenvolvimento de cultura de raiz para o estabelecimento dos fungos em
condigdes axénicas, livre de contaminantes (Pons et al. 1983; Diop et al., 1994;
Elmeskaoui et al., 1995; Declerck et al., 1996;). FMA produzidos
monoxenicamente, produzem propagulos viaveis, de alta qualidade, livre de
contaminantes e habeis em colonizar novas raizes (Diop et al., 1994; Declerck
et al., 1996; St Arnaud et al., 1996; Costa, 2003).

A inoculagao in vitro de FMA em plantas micropropagadas, sob ambiente
enriquecido com CO,, resultou em raizes mais desenvolvidas, melhor
crescimento da parte aérea, maior conteudo hidrico, aumento da matéria seca
tanto da parte aérea e sistema radicular e 100 % de sobrevivéncia na fase de
aclimatizagao (Elmeskaoui et al., 1995; Hernandez-Sebastia et al., 1999; Meira,
2004).

As plantas micropropagadas necessitam da fase de aclimatizagéo, que &
etapa final da micropropagacao. As anormalidades adquiridas no ambiente in
vitro, como o menor crescimento e o desenvolvimento da planta, aparelho

fotossintético ineficiente, sistema radicular pouco desenvolvido e fragil,
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precisam ser corrigidas e adaptados ao novo ambiente (Preece e Sutter, 1991;
Estrada-Luna & Davies, 2003). Dessa forma, durante esta fase podem ocorrer
perdas significativas das mudas (Lemos et al., 2001).

O estabelecimento da associagdo micorrizica tem sido decisivo na fase
de aclimatizagao de plantas micropropagadas (Hooker et al., 1994; Declerck et
al., 2002; Kapoor et al., 2008), proporcionando maior crescimento a varias
espécies de plantas incluindo a bananeira (Azcon-Aguilar, 1992; EImeskaoui et
al., 1995; Yano-Melo et al., 1995; Costa, 2003, Jaizme-Vega et al., 2003). Esse
crescimento esta relacionado ao aumento da toleréncia ao estresse, devido a
maior absor¢do de agua e nutrientes e as maiores taxas fotossintética e
transpiratéria (Yano-Melo et al., 1999; Costa, 2003; Estrada-Luna & Davies,
2003; Meira, 2004).

Plantas micropropagadas colonizadas por FMA apresentam um
incremento de até 21 % no indice de sobrevivéncia na fase de aclimatizagao,
devido ao aumento no conteudo de nutrientes, em especial o fésforo (Azcon-
Aguilar et al., 1997; Schubert & Lubraco, 2000; Costa, 2003; Moraes et al.,
2004).

Os diferentes tipos de estresses ocorridos durante a aclimatizacao
proporcionados pela transicdo do ambiente in vitro para o ex vitro, podem ser
amenizados pelos FMA (Hernandez et al., 2001). Nesta fase ocorre alteragéo
no metabolismo e indugdo a mudangas no desenvolvimento das plantas,
causando danos celulares pela formagcdo de espécies de oxigénio reativas
(EOR) (Hernandez et al., 2001). Esses fungos induzem atividades de enzimas
antioxidantes durante o processo de colonizagdao e estabelecimento da

simbiose em resposta as EOR formadas (Hernandez et al., 2001). Plantas que

67



aumentam a produgdo dessas enzimas mostram-se mais tolerantes a
diferentes estresses e as micorrizas induzem ao aumento da atividade dessas
enzimas (Alguacil et al., 2003). O aumento da atividade dessas enzimas tem
sido observado em raizes de plantas colonizadas por FMA, (Santos et al.,
2001; Costa, 2003; Lambais et al., 2003).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da inoculagao
de Glomus clarum in vitro sobre o desenvolvimento e sobrevivéncia de mudas

micropropagadas de bananeiras, cultivares Prata-Ana e FHIA 01.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e cultivo in vitro

Foram utilizadas mudas de bananeira (Musa sp.) cultivadas in vitro,
cultivar Prata-Ana e FHIA 01 (Fundacion Hondurefa de Investigacion Agricola),
cedidas pelo Professor Dalmo Lopes de Siqueira, do Departamento de
Fitotecnia, da Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vigosa, MG.

As mudas in vitro foram transferidas para meio de cultura de
multiplicagdo - MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado com 30 g L™ de
sacarose, 8 g L™ de Agar e 7 mg L™ de 6-benzilaminopurina (BAP) e 100 mg
L de acido ascérbico a pH 5,5. Cinco explantes foram subcultivados em
frascos de vidro de 15 x 6 cm contendo 40 mL de meio de multiplicacao,
vedados com tampa plastica. A fase de multiplicacdo foi constituida de 5
subcultivos, cada um com duracdo média de 30 dias, em sala de crescimento a
26 + 2 °C e 16 horas diarias de luz, irradiancia de 36 pmol m? s™, fornecida por
lampadas fluorescentes tipo branca. Ao término do 5° subcultivo, os explantes
foram enraizados.

O enraizamento foi realizado em meio de cultura constituido de 50 % da
concentragdo original de MS, 15 g L™ de sacarose e 8 g L™ de Agar, sem
reguladores de crescimento, durante 30 dias. Os explantes foram crescidos em
sala de crescimento a temperatura de 26 + 2 °C, sob 16 horas diarias de luz,

irradiancia de 36 ymol m? s™, fornecida por lampadas fluorescentes tipo branca.
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2.2. Cultura monoxénica de FMA

O indculo in vitro de Glomus clarum foi produzido em raizes de cenoura
transformadas (Bécard e Fortin, 1988), utilizando-se a linhagem de
Agrobacterium rhizogenes R1601, cedida pelo Prof. Wagner Campos Otoni do
Laboratério de Cultura de Tecidos/BIOAGRO/UFV. Os estoques do inéculo in
vitro dos FMA, a partir da colecdo do Laboratério de Associagdes Micorrizicas
do Departamento de Microbiologia da UFV, foram mantidos por subcultivos em
placas de Petri em meio minimo, pH 5,5, com 0,4 % de Phytagel® (Sigma
Chemical Company EUA) contendo raizes de cenoura transformadas (Bécard e

Fortin, 1988), mantidas a 27 °C, no escuro (Costa, 2003).

2.3. Sistema de cultivo tripartite in vitro

O sistema de cultivo tripartite (raiz de cenoura transformada + G. clarum
+ raiz de bananeira) (Figura 1) in vitro de plantas micropropagadas de Prata-
Ana e FHIA 01, inoculadas com G. clarum, produzidos em cultura monoxénica
em raizes de cenoura transformadas foi realizado 45 dias apds o enraizamento.
O substrato utilizado foi constituido de mistura de solo: vermiculita (2:1 v/v)
acondicionados em recipientes do tipo magenta de dimensdes 8 x 8 x 8 cm.
Cada recipiente recebeu 300 mL de substrato e 150 mL de solucédo de Clark,
(Clark, 1975) V% forga, para o nutriente fosforo e, acomodada em embalagem
transparente sanfonada de polipropileno (FAAL Embalagens) de dimensodes 8 x
8 x 40 cm contendo filtro bacteriolégico tipo S. O ambiente in vitro foi
umidificado com adigdo de 50 mL de agua destilada entre a embalagem e o
recipiente. Esse sistema foi autoclavado por 20 minutos a 121 °C. No momento

da transferéncia das plantas enraizadas para o substrato, sob condi¢des
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assépticas, foram inoculados proximo ao sistema radicular, cubos de gel (meio
de cultura) contendo 120 esporos e, também, hifas e raizes de cenoura
transformadas e colonizadas com FMA. Em cada embalagem de polipropileno
foi acondicionada recipiente magenta contendo uma planta e, posteriormente,
vedada. As plantas controle ndo receberam o fungo micorrizico, somente cubos
de gel contendo raizes de cenoura transformadas. As plantas foram mantidas
em sala de crescimento com temperatura de 26 + 2 °C, sob fotoperiodo de 16
horas diarias de luz, irradiancia de 36 pmol m? s™, fornecida por lampadas
fluorescentes tipo branca durante 60 dias.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente ao acaso para
os dois cultivares (Prata-Ana x FHIA 01) com presenca ou a auséncia do fungo

micorrizico, com 10 repeticoes.

<+—Embalagem transparente

Filtro bacteriologico . :
de polipropileno

<+ |.amina de agua

Magenta contendo
substrato

Figura 1. Sistema tripartite de bananeira micropropagada e indculo
monoxénico de Glomus clarum em embalagem transparente de

polipropileno.

71



2.4. Aclimatizacao das plantas

A aclimatizagao das plantas de bananeiras micropropagadas, inoculadas
ou nao, com o FMA foi realizada ao final de 50 dias de cultivo no sistema
tripartite. As plantas foram transplantadas para copos plasticos contendo 100
mL de substrato esterilizado, composto de solo-vermiculita (2:1) e, em seguida,
mantidas em casa de vegetagao sob cobertura sombrite, em bandejas plasticas
contendo uma lamina de agua, de forma que o sistema radicular permanecesse
sempre umido, durante 10 dias. Apds esse periodo, as plantas foram
transferidas para vasos de 500 mL contendo o mesmo substrato e mantidas em
casa de vegetacéao, entretanto, sem a cobertura de sombrite. Semanalmente,
foi aplicado, por planta, 50 mL de solugao nutritiva de Clark (Clark, 1975), com

1/2 forca para o nutriente fosforo.

2.5. Avaliacbes

A percentagem de sobrevivéncia das plantas foi avaliada durante a fase
in vitro do sistema tripartite e, também durante a conducido do experimento em
casa de vegetacao.

A colonizacao micorrizica foi determinada nas raizes das plantas 50 dias
apos o cultivo em sistema tripartite e 50 dias apds aclimatizacdo em casa de
vegetacdo. Amostras de fragmentos de raizes de 2 cm foram clareadas em
KOH 10 % (p:v), acidificadas com HCI 1 % (v:v) por 24 horas e coloridas com
azul de tripano 0,05 % em lactoglicerol (viv), a 70 °C, e estocadas em

lactoglicerol (Phillipis, & Hayman, 1970; Brundett et al., 1996). A percentagem
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de colonizagao do sistema radicular pela observacao de estruturas micorrizicas,
foi feita sob microscopio estereoscopio em placas reticuladas.

Cinquenta dias apds o cultivo em sistema ftripartite e 60 dias apos
aclimatizacdao em casa de vegetacdo foram determinados a massa fresca e
seca, o didmetro e a altura do pseudocaule e a area foliar. A massa seca da
parte aérea foi determinada apds secagem até peso constante a 70 °C em
estufa com ventiliagdo forcada e, posteriormente, moida em moinho Willey com
peneira de 0,25 mm de malha para determinagdo da concentracado de fésforo
(P), potassio (K), magnésio (Mg) e calcio (Ca).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia em nivel de

5 % de probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Sistema de cultivo tripartite in vitro

Os cultivares de bananeira Prata-And e FHIA 01 apresentaram,
visualmente, o sistema radicular bem desenvolvido apds o enraizamento in vitro,
em meio de cultura. A taxa de sobrevivéncia foi de 100 % durante o
estabelecimento do sistema tripartite para todas as plantas, inoculadas ou nao,
das duos cultivares.

O in6culo monoxénico de G. clarum evidenciou sua capacidade de
colonizar o sistema radicular, no ambiente in vitro, proporcionando a formagao
de estruturas caracteristicas da simbiose micorrizica como arbusculos, hifas e
esporos. Inéculo de mesma origem de G. clarum ja havia formado associagao
com morangueiros micropropagado, também no ambiente in vitro (Meira, 2004).
Estudos tém mostrado que G. intraradices produzido em raizes de cenoura
transformadas € capaz de estabelecer a associacdo micorrizica com plantas de
tomate propagadas em cultura autotréfica in vitro e em morangueiro
micropropagado em sistema de cultura tripartite (Elmeskaoui et al., 1995;). Esse
tipo de indculo de G. intraradices também foi utilizado com sucesso para
inoculagdo em mudas micropropagadas de bananeira em casa de vegetagao
(Declerck et al., 2002; Jaizme-Vega et al., 2003).

As percentagens de colonizagdo das raizes das duos cultivares nao
diferiram entre si, ao final do sistema de cultura tripartite, e foi de 30 % e 34 %

para Prata-Ana e FHIA 01, respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1. Massa fresca (g) e colonizagdo micorrizica do sistema radicular de
mudas de bananeiras, cultivar Prata-Ana e FHIA 01, inoculadas com

Glomus clarum (Gc) ou n&o (Cont) em sistema tripartite in vitro, apds

50 dias.
Sistema radicular
Cultivar Massa fresca (g) Colonizagéo
Gce Cont (%)
Prata-Ana 2,75 aA 2,15 aA 30 A
FHIA 01 1,93 aB 1,41 aB 34 A

- Médias seguidas da mesma letra minuscula, na linha ou letra maiuscula na
mesma coluna, nao diferem entre si, pelo teste F, a 5 % de probabilidade.

Em sistema de cultura tripartite, raizes de morangueiro apresentaram
22 % e 100 % de colonizagao, 23 e 30 dias respectivamente, apds inoculagao
com G. intraradices, produzido monoxenicamente, em ambiente enriquecido
com CO; (Elmeskaoui et al., 1995; Hernandez-Sebastia et al., 1999). A
variabilidade de resultados observados pode ser atribuida a interagcdo planta-
fungo, que nao restringe o simbionte de exercer o seu papel benéfico a planta.
Como exemplo, Hernandez-Sebastia et al. (1999) obtiveram 22 % de
colonizacao, considerada baixa, mas o efeito benéfico do fungo sobre a planta
foi evidenciado pelo maior desenvolvimento das plantas inoculadas, mostrando
que a percentagem de colonizacdo pode nao refletir em maiores efeitos
benéficos para as plantas.

Outro fator importante a ser considerado para o estabelecimento da
micorrizagao in vitro, € o enriquecimento deste ambiente com compostos
estimulatérios para o fungo (Bécard & Piche, 1989; Elmeskaoui et al., 1995;

Fortin et al., 2002; Diop, 2003). O ambiente in vitro apresenta caracteristicas
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peculiares, como alta umidade relativa, baixa troca gasosa e produgao de
etileno (Kladlecek et al., 2001). O enriquecimento do ambiente com CO, tem
mostrado resultados satisfatérios na micorrizagao, fazendo-se necessario devido
ao escasso CO; produzido e reciclado, eficientemente, em ambiente fechado e
um estimulador do desenvolvimento da simbiose micorrizica (Elmeskaoui et al.,
1995; Meira, 2004). Em nossos experimentos, a utilizagdo da embalagem com
abertura asséptica, proporcionou maior troca gasosa entre o ambiente in vitro e
ex vitro, sem acarretar maiores problemas como as contaminacdes. Esse
beneficio pbdde ser observado pelo estabelecimento do sistema por 50 dias com
auséncias de sintomas visuais. Esta embalagem também foi eficiente para
micorrizagao in vitro de maracujazeiro amarelo pelo mesmo sistema descrito
(Moreira et al., 2007) .

A inoculacdo do FMA nao interferiu a massa fresca do sistema radicular
de Prata-Ana e FHIA 01 (Tabela 1). Entretanto, a massa fresca das raizes da
Prata-Ana inoculadas com o fungo, apresentou um incremento quando
comparadas com as raizes da FHIA 01 inoculadas. A massa fresca das raizes
da Prata-Ana nao inoculadas foi maior que o da FHIA 01 quando nao recebeu o
in6culo (Tabela 1).

Ao final da micorrizacdo in vitro ndo houve diferenca entre a massa
fresca e seca, altura, area foliar total e didametro do pseudocaule da parte aérea
das plantas inoculadas ou nao inoculadas de ambas os cultivares (Tabela 2). No
ambiente in vitro ndo ha efeito da inoculacido do FMA, pois ndo se caracteriza
um ambiente de estresse em relagdo a nutriente, agua, temperatura, situagoes

em que levaria o FMA a auxiliar a planta.
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Tabela 2. Massa fresca, massa seca, Altura, area foliar total e diametro do
pseudocaule da parte aérea de bananeiras dos -cultivares de
bananeiras Prata-And e FHIA 01, inoculadas ou ndo com Glomus

clarum, no sistema de cultura tripartite, apds 50 dias.

Caracteristicas Inoculagéo Cultivar

com G. clarum Prata-And FHIA 01
3,78 Aa 3,95 Aa
4,52 Aa 4,06 Aa
0,42 Aa 0,30 Ab
0,45 Aa 0,34 Ab

+

Massa fresca (g)

+ |1

Massa seca (9)

+ (1

Altura (cm) 17,70 Aa 17,3 Ab
- 17,61Aa 17,23 Aa
Area foliar total (cm?) + 78,20 Aa 64,35 Ab
- 58,04 Ab 64,12 Aa
Diametro do pseudocaule + 0,79 Ab 0,94 Aa
(mm) - 0,81 Aa 0,85 Aa

Para uma mesma caracteristica, médias seguidas da mesma letra maiuscula, na
coluna ou da mesma letra minuscula, na linha, no mesmo parametro, ndo diferem
entre si, pelo teste F, a 5 % de probabilidade.

As plantas do cv. Prata-Ana apresentaram incremento na massa seca
quando comparadas com o cv. FHIA 01 inoculadas com G. clarum ou ndo. A
area foliar total da Prata-Ana inoculada com G. clarum foi maior, do que a area
foliar da FHIA 01 (Tabela 2). Entretanto, as plantas FHIA 01 apresentaram
incremento somente na area foliar total, quando nao inoculadas com G. clarum,
e no diametro do pseudocaule quando inoculadas (Tabela 2).

Condi¢cdes ambientais impostas durante a cultura de tecido incluem:
meio de cultura artificial, com minerais, reguladores de crescimento,
carboidratos, baixa intensidade luminosa, alta umidade relativa e baixa troca

gasosa. Essas condi¢gdes particulares induzem mudangas fisioldgicas,
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morfolégicas e anatémicas e, em alguns casos, sistema radicular ineficiente das
plantas micropropagadas (KadleCek et al., 2001; Estrada-Luna & Davies, 2003).

O crescimento da bananeira no campo ou em casa de vegetacao é
dependente de varios fatores, entre eles as caracteristicas inerentes do cultivar
(Leite et al., 2003). A Prata-Ana € um dos cultivares com maior area plantada no
Brasil e possui grande aceitagdo no mercado interno (Souza, 2007). A FHIA 01
apresenta caracteristicas semelhante ao cv. Prata-Ana e é resistente a Sigatoka
Negra (Souza, 2007). Experimentos em campos na Zona da Mata Mineira
mostraram que os gendtipos Prata-Ana e a FHIA 01 foram os mais vigorosos
quando comparadas com outros genotipos testados durante 3 ciclos da cultura
(Oliveira et al., 2007). Entretanto, a Prata-Ana apesar de ter tido maior numero
de folhas sofreu drastica reducéo do crescimento, em resposta a suscetibilidade
a sigatoka amarela (Oliveira et al., 2007).

Existem varios relatos na literatura evidenciando diferentes respostas
quanto ao crescimento para os cv. FHIA 01 e Prata-Ana, em Minas Gerais e
Bahia (Gomez & Nobrega, 2000; Leite et al., 2003). A variagado de resultados €
explicada pela diferengas climaticas e caracteristicas de cada gendtipo (Leite et
al., 2003).

Trabalhos com micorrizagdo in vitro tém demonstrado que os FMA
podem ou nao proporcionar incremento no crescimento e desenvolvimento
das plantas e sistema radicular mais extensivo (Elmeskaoui et al., 1995;
Hernandez-Sebastia et al., 1999). Em caso afirmativo, demonstra que a
micorriza tem efeito no crescimento da parte aérea e sistema radicular da
planta e este efeito pode representar pré-adaptacdo a aclimatizagao.

Entretanto, a auséncia de promog¢ao de crescimento, pode estar relacionada
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com a baixa dependéncia micorrizica proporcionada pelas condi¢coes
controladas do ambiente in vitro e a falta de estimulos para crescimento
fungico, como exemplo, enriquecimento do ambiente com CO; e exsudados
radiculares.
A micorriza foi estabelecida in vitro, entretanto nao foi observado efeito
benéfico do fungo sobre os parametros de crescimento avaliados entre as duos
cultivares, quando comparado com as plantas controle, entretanto o cv. Prata-

An3, respondeu a inoculagao de G. clarum e foi superior a FHIA 01.

Aclimatizacédo das plantas

As plantas, das duas cv. de bananeira produzidas in vitro, inoculadas ou
ndao com G. clarum, obtiveram 100 % de sobrevivéncia no periodo de
aclimatizacdo. No momento do transplantio para o vaso com substrato, foi
observado que o sistema radicular estava bem desenvolvido. O mesmo
sucesso da fase de aclimatizacdo foi obtido para o cv. Prata-Ana
micropropagado nao inoculado (Pereira et a., 2005). Estudos conduzidos com
bananeiras do cultivar Terra micropropagadas, em sistema de cultivo de
biorreator, obtiveram 70 % de sobrevivéncia na fase de aclimatizagdo (Lemos
et al., 2001). Quando transferidas para a aclimatizagao, plantas enraizadas in
vitro sdo submetidas a condicbes de alta transpiracdo associados as
caracteristicas das plantas produzidas in vitro, perdem agua rapidamente
ocasionando altas taxas de mortalidades, o que ndo foi observado neste
trabalho (Lemos et al., 2001; Pereira et al., 2005).

As plantas inoculadas apresentaram colonizagdes micorrizicas, com

estruturas tipicas como arbusculos, vesiculas e esporos (Figura 2).
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Figura 2. Estruturas micorrizicas formadas, apés 50 dias, em raizes
de bananeira micropropagadas, micorrizadas in vitro por
Glomus clarum e aclimatizadas em casa de vegetacao. (A)
Arbusculo. (B) Raizes contendo no seu interior esporos de
G. clarum. (C) Esporos formados no interior das raizes em
Reagente de Melzer. (D) Detalhe do rompimento da parede
do esporo de G. clarum em Reagente Melzer.
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Raizes do cv. Prata-Ana apresentaram colonizagdes micorrizicas
maiores que as raizes da FHIA (Tabela 3). A massa fresca do sistema radicular
das plantas Prata-Ana e FHIA 01 foi maior tanto nas plantas inoculadas em
relacdo as nao inoculadas (Tabela 3). O cv. Prata-Ana inoculada ou ndo com
FMA inoculada apresentou maior massa fresca do seu sistema radicular
quando comparada com o cultivar FHIA 01 (Tabela 3), podendo ser uma

caracteristica inerente a cultivar.

Tabela 3. Massa fresca (g) e colonizagdo micorrizica (%) do sistema radicular
dos cultivares Prata-Ana e FHIA 01 inoculadas com Glomus clarum

(Gc) ou ndo (Cont) apos 60 dias em casa de vegetagéo.

Sistema radicular

Cultivar Massa fresca (g9) Colonizag&o(%)
Gc Cont
Prata-Ana 18,24 aA 15,9 bA 66 A
FHIA 01 14,75 aB 9,04 bB 50 B

Médias seguidas da mesma letra minuscula, na linha, da mesma letra
mailscula na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste F, a 5 % de
probabilidade.

As plantas do cv. Prata-And e FHIA 01 inoculadas com G.clarum
apresentaram maiores valores de massa fresca e seca da parte aérea, altura e
diametro do pseudocaule quando comparadas com as plantas n&o inoculadas
(Tabela 4). Entretanto, o cultivar Prata-An& apresentou sempre valores maiores,
em todas as caracteristicas avaliadas quando comparada a FHIA 01 (Tabela 4).

A inoculagdo com FMA em mudas de bananeira micropropagadas tem
proporcionado melhor aclimatizagdo, maior resisténcia ao ataque de

nematdides, maior tolerancia a estresses, maior crescimento e absorgcdo de
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nutrientes e maiores taxas fotossintéticas e transpiratéria, que propiciam
consequentemente um melhor vigor e desenvolvimento das plantas (Jaizme-
Vega et al.,, 1997; Yano-Melo et al., 1999; Declerck et al., 2002; Leal et al.,

2005; Borges et al., 2007).

Tabela 4. Massa fresca (g), massa seca (g), Altura (cm), area foliar (cm?) e
diametro do pseudocaule (mm) da parte aérea dos cultivares Prata-
And e FHIA 01 inoculadas com Glomus clarum (Gc) ou ndo (Cont),

apos 60 dias em casa de vegetagao.

.Caracteristicas Inoculagao Cultivar
com G. clarum Prata-And FHIA 01
16,87 Aa 13,95 Ab
15,45 Ba 6,75 Bb
1,80 Aa 1,43 Ab
1,47 Ba 0,77 Bb

+

Massa fresca (g)

+ |1

Massa seca (Q)

+ |1

Altura (cm) 19,00 Aa 16,25 Ab
- 18,00 Ba 11,00 Bb
Area foliar total (cm?) + 7,20 Aa 5,00 Ab
- 6,30 Aa 4,50 Ab
Diametro do pseudocaule + 1,63 Aa 1,46 Aa
(mm) - 1,47 Ba 1,00 Bb

Para cada caracteristica avaliada, médias seguidas da mesma letra maiuscula na
coluna, ou de mesma letra mindscula, na linha, ndo diferem entre si, pelo teste F, a
5 % de probabilidade.

Durante o crescimento inicial da planta micropropagada a inoculagao
com FMA pode contribuir para o melhor desenvolvimento do sistema radicular,
que sao fracos e ineficientes quando formados in vitro. Os FMA promovem o
crescimento e o desenvolvimento da raiz tornando-a mais eficiente e,
consequentemente, melhorando a absorgdo de varios nutrientes (Lins et al.,
2003).

Diferengas nos conteudos de P, K e Mg foram encontrados na parte
aérea de plantas de bananeira micropropagadas (Tabela 5). Plantas

micorrizadas dos cultivares Prata-And e FHIA 01 apresentaram maiores
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conteudos de P, K e Mg do que as controles (Tabela 5). Entretanto, o conteudo
de Ca na parte aérea nao diferiu entre os cultivares Prata-Ana e FHIA 01

inoculados ou nao com o FMA (Tabela 5).

Tabela 5. Conteudo dos nutrientes fosforo (P), potassio (K), calcio (Ca) e
magnésio (Mg) da parte aérea dos cultivares Prata-Ana e FHIA 01
inoculadas (Gc) ou ndo (Cont) com Glomus clarum, 60 dias apods

aclimatizacado em casa de vegetacao.

Cultivar Inoculacéo P K Ca Mg
(dag kg™
Prata-Ana Gc 0,083a 1,39a 0,32a 0,43a
Cont 0,065b 1,29b 0,31a 0,38b
FHIA 01 Gc 0,093a 1,80a 0,33a 0,58a
Cont 0,063b 1,27b 0,33a 0,53b

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, dentro do mesmo cultivar, ndo diferem
entre si pelo teste F a 5 % de probabilidade.

O maior conteudo de nutrientes em plantas micorrizadas obtido em
nosso trabalho, também ja foi observado por outros autores em bananeiras
(Yano-Melo et al., 1999; Jaizme-Vega et al., 2003; Lins et al., 2003; Leal et al.,
2005).

Micorrizas arbusculares s&o reconhecidas por sua habilidade em
estimular o crescimento de plantas, por incremento na absor¢ao de nutrientes
(Berbara et al., 2006). As hifas longas e finas funcionam como extensao das
raizes das plantas, uma vez que, devido a sua grande capacidade de

ramificacdo, exploram o solo, realizando absorgdo de agua e nutrientes
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minerais, que sao transferidos para as plantas por meio de estruturas
intracelulares, efémeras, denominadas arbusculos (Berbara et al., 2006).
Dessa forma, o maior crescimento das mudas de bananeiras micorrizadas
pode ser atribuido ao elevado acumulo de nutrientes, devido ao aumento da
superficie de absorgcdo conferido as hifas e, consequentemente, maior taxa
fotossintética, maior eficiéncia de uso da agua pelas plantas e maior atividade
de enzimas como nitrato redutase, fosfatase acida e glutamina (Leal et al.,
2005; Berbara et al., 2006).

Bananeiras aclimatizadas inoculadas com Acaulospora scrobiculatum e
Glomus etunicatum, apresentam maiores teores de Cu, Na, Mg, Ca e Zn e,
consequentemente, maior massa de raiz e parte aérea e area foliar (Yano-Melo
et al., 1999). Por esses beneficios os fungos sao utilizados como estratégia na
fase de aclimatizagdo, devido ao aumento de absor¢cao de nutrientes e agua,
tornado-se plantas vigorosas (Declerck et al., 2002; Lins et al., 2003; Kapoor et
al., 2008).

As respostas fisioldgicas das plantas sédo resultados das interagdes do
ambiente, planta e fungo. Dessa forma, o aumento na taxa de crescimento da
planta ndo esta somente relacionada com a colonizagcdo do fungo, mas
também, com outros fatores como extensdo do micélio, e transporte de
nutrientes do solo para o hospedeiro (Yano-Melo et al., 1999). O aumento da
area foliar esta intimamente associado com o aumento da taxa fotossintética de
plantas inoculadas com FMA (Estrada-Luna et al., 2001).

As diferengcas no nivel de colonizacdo radicular sdo provavelmente
atribuidas a diferengcas na dependéncia micorrizica entre variedades de

bananeiras e fatores abioticos (Yano-Melo et al., 1999).
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Esses resultados mostram que a colonizagdo micorrizica promoveu um
crescimento e o desenvolvimento da parte aérea e do sistema radicular durante
a fase de aclimatizagao e os cultivares Prata-Ana e FHIA 01 responderam a

inoculagcao do FMA.
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4. CONCLUSOES

¢ O sistema de cultivo tripartite foi obtido com sucesso.

e O indculo monoxénico de G. clarum em raizes de cenoura transformada,
promove a colonizacdo radicular, de Prata-And e FHIA 01

micropropagada, no sistema de cultivo tripartite.

e Houve efeito benéfico da micorrizagdo no final da aclimatizagado nos dois

cultivares.

e Os cultivares Prata-Ana e FHIA 01 inoculados com G. clarum

apresentaram maiores valores nos parametros avaliados e, também, no

contelildo de nutrientes.
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CAPITULO llI

Efeito protetor do fungo micorrizico
arbuscular (Glomus clarum) aos nematoides
das galhas (Meloidogyne incognita) em

bananeiras micropropagada
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CAPITULO III

Efeito protetor do fungo micorrizico arbuscular (Glomus clarum) aos
nematoides das galhas (Meloidogyne incognita) em bananeiras
micropropagada

RESUMO

Além dos efeitos nutricionais, da maior tolerancia de plantas a condigdes
de estresse bidtico e abidtico, podem ser atribuidos, também, aos fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs) protecao das plantas contra danos causados
por patégenos do solo, a exemplo, dos nematdides. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito de Glomus clarum na reproducdo do nematdide
das galhas (Meloidogyne incognita), e o crescimento de plantas de bananeira
micropropagadas.No primeiro experimento, ovos de M. incognita foram aplicados
no solo em vasos com o cv. Prata-Ana e FHIA 01 previamente colonizadas pelo
FMA e apds 60 dias foram avaliados massa fresca da parte aérea e sistema
radicular, colonizagdo micorrizica, numero de galhas e de ovos. No segundo,
experimento foi montado um sistema de compartimentalizacdo de raizes para
divisdo das raizes em dois compartimentos distintos para avaliar-se o papel dos
FMAs na inducao resisténcia localizada e sistémica aos nematoides. No ultimo,
foi montado o mesmo sistema de compartimentalizacdo, descrito acima, para
verificar a atividade da peroxidase (PO) e fenilalanina aménia liase (PAL) das
raizes, nos compartimentos distintos, antes (0), 4 e 7 dias apds a inoculagao do
nematdide. O FMA promoveu crescimento dos dois cultivares e reduziu o numero
de galhas e de ovos do sistema radicular. G. clarum tem efeito localizado sobre o
nematoide e compensa o dano causado no sistema radicular por esse patégeno.
As atividades enzimaticas forammaiores na presenca do FMA e nematdide.
Pbde-se concluir que os FMAs promovem o crescimento de plantas de bananeira
micropropagadas, protegem-na contra nematdides pelo efeito localizado e que as
enzimas relacionadas aos estresses podem contribuir para um efeito localizado.

Palavras-chaves: micorriza arbuscular, micropropagacdo, nematdide,

resisténcia, peroxidase, fenilalanina amonia liase, Musa sp.
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1. INTRODUCAO

O papel preponderante das micorrizas na melhoria da nutricido mineral
das plantas é bastante reconhecido, entretanto, este ndo se resume no unico
beneficio da simbiose. Outros efeitos benéficos também sdo atribuidos aos
fungos micorrizicos arbusculares (FMAs), tais como o0 aumento da resisténcia e
de tolerancia a patogenos, reducédo da incidéncia e severidade de doengas e
reducdo do numero de patdégenos de solo (Azcédn-Aguilar & Barea, 1996;
Cordier, et al., 1998; Pozo et al., 2002; Barea et al., 2005; Elsen et al., 2008).

Os nematoides formadores de galhas (Meloidogyne spp.) sdo um grupo
de substancial importancia para a cultura da bananeira, onde as perdas por tais
parasitas podem chegar a 100 % quando o seu controle ndo é efetuado
corretamente. Danos nas raizes causados pela penetragdo do parasita, e a
comum ocorréncia simultdnea de Fusarium oxysporum, comprometem a
absorgao e transporte de agua e nutrientes pelo sistema radicular, restringindo
assim o crescimento e desenvolvimento da parte aérea (Ritzinger & Fancelli,
2006; Ritzinger et al., 2007).

Apoés reconhecimento de um patégeno como incompativel, a planta
desencadeia varias reagdes bioquimicas de defesa: ocorre rapida geracao de
espécies reativas de oxigénio (EOR), seguida da resposta de
hipersensibilidade com morte celular programada, e resposta sistémica
adquirida (RSA) (Mitltler, 2002; Matamoros et al., 2003; del Rio et al., 2006). O
termo EOR é usado para descrever os produtos da remogao sequencial de
elétrons do oxigénio molecular (O2), gerando o anion superoxido (-Oz’), o

peréxido de hidrogénio (H2O2) e o radical hidroxil (-OH). As EOR se formam

94



naturalmente no interior celular, nos cloroplastos, mitocéndrias e peroxissomas,
como produtos secundarios oriundos da fotossintese e da respiragao.
Entretanto, sdo produzidas em excesso logo apdés o reconhecimento de um
patdogeno pela planta, produzindo o fendbmeno conhecido como “explosao
oxidativa” (Mittler, 2002; Matamoros et al., 2003; del Rio et al., 2006).

O dano oxidativo no tecido da planta causado pelas EOS é aliviado ou
prevenido pela acdo combinada de mecanismos antioxidantes enzimaticos e
nao-enzimaticos. Estes mecanismos incluem [-carotenos, a-tocoferol,
ascorbato, glutationa e enzimas com atividade antioxidativa, tais como
superoxido dismutase (SOD), peroxidase (POX), ascorbato peroxidase (APX),
catalase (CAT), glutationa peroxidase e glutationa redutase (GR) Além das
respostas acima, as plantas produzem barreiras fisicas como, aumento da
lignificagdo da parede celular e a sintese de compostos fendlicos secundarios
de defesa, as fitoalexinas, como resultado da expressdo de enzimas
associadas com o metabolismo secundario, dentre estas a fenilalanina amonia-
liase (PAL) enzima chave da via de sintese dos fenilpropandides/flavondides
(Mitltler, 2002; Matamoros et al., 2003; del Rio et al., 2006).

Em relagcdo as respostas bioquimicas de defesa contra o Meloidogyne
incognita, ha aumento da atividade da peroxidase que catalisa a polimerizacao
oxidativa de fenilpropanoides para produzir lignina e esta envolvida na ligagéo
cruzada de proteinas da parede celular, contribuindo para o aumento da rigidez
que esta envolvida com a lignificagdo da parede celular vegetal (Kuzniak &
Urbanek, 2000).

As reducdes do crescimento em consequéncia ao ataque do nematdide

podem ser minimizadas pelos FMAs, que também afetam a reproducao dos
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nematoides. Os FMAs podem reduzir a ovoposi¢ao, o numero de individuos no
sistema radicular de plantas infectadas, o numero de galhas e podem ainda,
aumentar a tolerancia das plantas ao ataque do patdgeno por reduzir o
desenvolvimento dos nematdides (Pinochet et al., 1996; Elsen et al., 2003; Hol
& Cook, 2005; Elsen et al., 2008). Inoculagao de FMAs em mudas de bananeira
conferem maior protecdo e/ou tolerdncia contra Meloidogyne javanica,
Radopholus simillis e Pratylenchus coffeae e beneficios para o crescimento e
desenvolvimento das mudas, além de reducdo dos danos na raiz e da sua
densidade populacional (Pinochet et al., 1996; Elsen et al., 2003).

Entretanto, a interagao planta-fungo-parasita ocasiona diversos efeitos e
essa variabilidade de respostas pode ser explicada pela especificidade do
trinbmio e alteragdes no ambiente, gendtipo da planta, espécie do nematdide e
isolado fungico podem levar a diversidade de resultados (Hol & Cook, 2005).

No entanto, € primordial o sucesso do estabelecimento da micorrriza
para o controle dos nematdides (Elsen et al., 2001; Elsen et al., 2003). Plantas
em simbiose micorrizica sofrem alteragdes bioquimicas, fisioldgicas e
moleculares relacionados com o sistema de defesa da planta para o
estabelecimento da simbiose (Garcia-Garrido & Ocampo, 2002). Entretanto, as
respostas de defesa da planta s&o limitadas, transientes e restritas a células
especificas, mas as reagdes nas plantas tém semelhangas, do ponto de vista
fisiolégico, com as reagdes que se observam durante a colonizagao por
patdgenos (Gianinazii-Pearson, 1996; Garcia-Garrido & Ocampo, 2002;
Lambais et al., 2003). A colonizagdo micorrizica atua como sistema primario de

defesa da planta ao ataque do patdégeno (Elsen et al., 2008).
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As mudancas fisiolégicas na planta causada pelos simbiontes previnem
o ataque de patdgeno e ativam mecanismos de defesa, uma vez que proteinas
relacionadas com a patogénense, fitoalexinas e lignificagdo da parede celular
tém sido relatadas em plantas com micorrizas em locais distantes da simbiose
indicando, assim, a resisténcia sistémica (Cordier, et al., 1998; Pozo et al.,
2002; Selosse et al., 2004; Elsen et al., 2008). Dessa forma, os FMAs podem
conferir a planta aumento da resisténcia contra patégenos incluindo os
nematoides por meio da ativacdo de mecanismos relacionados a defesa (Pozo
et al.,, 2002; Elsen et al., 2003, Elsen et al., 2008). Além de inducdo de
resisténcia, como mecanismos envolvidos, podem ser considerados a melhoria
do estado nutricional da planta hospedeira, compensacao do dano causado
pelo patdbgeno, mudangas anatdmicas e morfolégicas no sistema radicular do
hospedeiro e competicdo pelo sitio de infecgao e sitio de colonizagdo (Azcédn-
Aguilar & Barea, 1996; Linderman, 1994; Pozo et al., 2002).

Os FMAs induzem formacéao de resisténcia localizada e sistémica contra
o patégeno. E considerada resisténcia localizada a inabilidade de o patdégeno
invadir células hospedeiras contendo arbusculos e a resisténcia sistémica é
caracterizada como reduc¢ao do dano na raiz e reducao do desenvolvimento do
patdbgeno em tecidos ndo colonizados do sistema radicular (Cordier, et al.,
1998; Pozo et al., 2002).

O aumento na indugao de resisténcia pode ser acompanhado de
inoculagdo na planta com um indutor antes da infecgdo do patdgeno.
Rhizobium pode ser considerado como agente indutor de resposta de defesa e
reduzir a severidade da doenca, induzindo atividade de peroxidase e acumulo

de compostos fendlicos (Fabry, 2006; Arfaoui et al., 2007).
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A manipulagdo de populagdes de microrganismos habitantes comuns do
solo associada as raizes é uma area de pesquisa promissora, podendo ser
uma alternativa efetiva e duravel no controle de doencgas do sistema radicular
de plantas. Microrganismos benéficos que promovem crescimento de plantas e
apresentam efeito protetor contra patégenos do solo como os FMAs séao

considerados de grande potencial para agente de biocontrole.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi verificar o efeito dos FMAs,
produzidos em condigdes monoaxénicas, sobre o parasitismo do nematoéide
das galhas e as atividades das enzimas oxidativas em raizes de bananeira

micropropagadas em casa de vegetagao associadas ao FMA e ao nematdide.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e cultivo in vitro

Para o estabelecimento in vitro da cultura, foram utilizadas mudas de
bananeira (Musa sp.), cultivar Prata-And e FHIA 01 cedidas pelo Professor
Dalmo Lopes de Siqueira do Departamento de Fitotecnia da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), Vigosa, MG.

As mudas in vitro foram transferidas para meio de cultura de
multiplicacdo - MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado com 30 g L' de
sacaEOSe, 8 g L™ de Agar e 7 mg L™ de 6-benzilaminopurina (BAP) e 100 mg
L™ de &cido ascorbico a pH 5,5. Cinco explantes foram subcultivados em
frascos de vidro de 15 x 6 cm contendo 40 mL de meio de multiplicacao,
vedados com tampa plastica. A fase de multiplicacdo foi constituida de 5
subcultivos, cada um com duragcdo média de 30 dias, em sala de crescimento a
26+2 °C e 16 horas de fotoperiodo, irradiancia de 36 (umol m? s™) (Souza,
2007). Ao término do 5° subcultivo, os explantes foram enraizados.

O enraizamento foi realizado em meio de cultura constituido de 50% da
concentracdo original de MS, 15 g L™ de sacarose e 8 g L™ de agar, sem
reguladores de crescimento, durante 30 dias. Os explantes foram crescidos em
sala de crescimento a temperatura de 26+2 °C, sob 16 horas diarias de luz,
irradiancia de 36 (umol m s'1), fornecida por lampadas fluorescentes tipo

branca.
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2.2. Cultura monoaxénica de FMA

O indculo in vitro de Glomus clarum foi produzido em raizes de cenoura
transformadas (Bécard & Fortin, 1988), utilizando-se a linhagem de
Agrobacterium rhizogenes R1601, cedida pelo prof. Wagner Campos Otoni do
Laboratério de Cultura de tecidos/BIOAGRO/UFV. Os estoques do indculo in
vitro dos FMAs, a partir da colecdo do Laboratdrio de Associagdes Micorrizicas
do Departamento de Microbiologia da UFV, foram mantidos por subcultivos em
placas de Petri em meio minimo, pH 5,5 com 0,4 % de Phytagel® (Sigma
Chemical Company EUA) contendo raizes de cenoura transformadas (Bécard

& Fortin, 1988), mantidas a 27 °C, no escuro (Costa, 2003).

2.2.In6culo do nematodide

Ovos de Meloidogyne incognita utilizados nos experimentos foram
multiplicados e mantidos em raizes de tomateiro cv Santa Clara, em solo e
areia na proporcao de 1:1 (viv), em casa de vegetacdo e cedidos pelo prof.
Leandro Grassi de Freitas do Laboratério de Controle Biologico de
Fitonematoides - BIOAGRO - UFV. Foi utilizada a metodologia de Boneti &

Ferraz (1981) para extragéo dos ovos.

2.3. Efeito de Glomus clarum no controle de Meloidogyne incognita em
mudas de bananeira micropropagada em casa de vegetacéao

Ao final de 30 dias de cultivo in vitro em meio de enraizamento, as
cultivares Prata-Ana e FHIA 01, micropropagadas, foram inoculadas com o
FMA G. clarum no momento do transplantio, para copos plasticos contendo 100

mL de substrato esterilizado por autoclavagem, composto de solo-vermiculita
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(2:1). A inoculagao foi realizada utilizando-se como inéculo cubos de gel (meio
de cultura) contendo 100 esporos, mas também hifas e raizes de cenoura
transformadas e colonizadas com G. clarum. Em seguida, as plantas foram
transferidas para sala de crescimento, mantidas a temperatura de 26+2 °C, 100
% de umidade relativa, 16 horas diarias de luz e irradiancia de 36 umol m s'1,
durante 7 dias, quando foram transplantadas para vasos de 1 Kg de
capacidade, contendo o mesmo substrato inicial e em seguida foram
transferidas para casa de vegetagdo onde foram mantidas por 60 dias. Apds
esse periodo, as plantas foram infestadas com 2.000 ovos de M. incognita por
vaso em quatro pontos equidistantes no solo e mantidas com 60 a 70 % de
umidade e aplicagdo semanal de 50 mL de solugao nutritiva de Clarck (Clarck,
1975), com 1/2 da concentragdo normal de P por plantas micropropagadas
em casa de vegetacdo. As plantas controle n&o receberam o in6culo fungico
nem o do nematdide. Sessenta dias apdés a infestagdo do solo com o
nematdide, foram avaliados: massa fresca e seca da parte aérea, massa fresca
da raiz, percentagem de colonizag&o micorrizica, numero de galhas e ovos de
nematoides. A massa seca da parte aérea foi determinada apos secagem até
peso constante a 70 °C em estufa com ventiliagdo forgada e, posteriormente,
moida em moinho Willey com peneira de 0,25 mm de malha para determinagao
da concentragao de fosforo (P), potassio (K), magnésio (Mg) e calcio (Ca).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 5 repeticoes.

Os dados foram analisados pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade.
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2.4. Sistema de compartimentalizacdo de raizes de bananeira
micropropagada inoculada com Glomus clarum e ou Meloidogyne incognita

Apos o periodo de enraizamento in vitro, as plantas de bananeira foram
aclimatizadas em copos plasticos contendo 100 mL de substrato esterilizado
por autoclavagem, composto de solo-vermiculita (2:1). Em seguida, as plantas
foram transferidas para sala de crescimento, mantidas a temperatura de 26+2
°C, 100 % de umidade relativa, 16 horas diarias de luz e irradiancia de 30 a 40
umol m?s™, durante 7 dias.

ApoOs esse periodo, as plantas foram transplantadas para o sistema de
compartimentalizagao de raizes constituido de dois recipientes retangulares de
capacidade de 0,5 Kg (8 x 15 cm) de plasticos unidos, lado a lado, formando
uma unidade experimental, com um cilindro confeccionado em PVC (poli
cloreto de vinila) (4 x 5 cm) para suporte da planta (Figura 1). Ambos
continham substrato esterilizado por autoclavagem, composto de solo-
vermiculita (2:1). Este sistema foi adaptado de Cordier et al. (1998).

No momento da transferéncia das plantas para esse sistema, as raizes
foram cuidadosamente divididas em duas partes e plantadas em cada lado do
recipiente. Cada sistema constituiu de inoculagcdo ou ndo com o FMA e, ou
infestacdo com os ovos de nematdides (Tabela 1). O indculo micorrizico,
constituido de 100 esporos de G. clarum, em cubos de gel, foi introduzido no
momento do transplantio. Os recipientes foram mantidos em casa de
vegetacao por 60 dias e apos esse periodo, cada compartimento que receberia
o nematdide foi infestado com 1500 ovos de M. incognita. O experimento foi
constituido de 5 tratamentos com 5 repeticdes, em delineamento inteiramente

casualizado (Tabela 1).
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Sessenta dias apos a infestacdo do solo com o nematoide, foram avaliados:
massa fresca e seca da parte aérea, massa fresca da raiz, percentagem de
colonizagcdo micorrizica, numero de galhas e ovos de nematdides. A atividade
da enzima peroxidase (PO, EC 1.11.1.7) foi determinada nas amostras do

sistema radicular conforme descrito por Wuyts et al. (2006).

Cilindro de PVC — Bananeira enraizada
suporte para planta

{ \ » Raizes bipartidas

Unidade experimental:
recipientes unidos lado a lado

Figura 1. Sistema de compartimentalizagédo de raizes de bananeira.

Tabela 1. Denominagdo dos tratamentos de acordo com a inoculagdo com
Glomus clarum (Gc) (+) ou n&o (-), ou com ovos de Meloidogyne
incognita (Mi) (+) ou nao (-), no sistema de compartimentalizagéo de

raizes de bananeira.

Tratamento Unidade experimental

Compartimento 1 Compartimento 2

Gc Mi Gc Mi
T1 + - - -
T2 - + - -
T3 + - - +
T4 + + . :

T5 - - - -

A atividade da peroxidase (PO) foi determinada em amostras de 50 mg

de raizes homogeneizadas com igual volume de PVPP e suspendidas em 1 mL
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de tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 6,0 em em almofariz de porcelana
resfriado a 4 °C. As amostras foram centrifugadas a 16.000g por 20 minutos a
4 °C e o sobrenadante utilizado no ensaio. O volume de 200 pyL do extrato
enzimatico foi adicionado a 250 pL de agua, 500 uL de H,O, 30 mM, 500 uL de
guaiacol 30 mM e 1500 uL de tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 6,0 a 25 °C.
A mudanca na densidade otica da mistura de reacdo foi imediatamente
registrada a 470 nm por 2,5 minutos com intervalo de 15 segundos. O branco
constitui a mistura de reacdo sem o extrato enzimatico. A atividade de PO foi
expressa em unidades de absorvancia (UA) por minuto por conteudo de
proteina da amostra (UA min™' mg™" de proteina) (Menolli et al., 2008).

A determinacdo de proteinas soluveis das amostras foi realizada
segundo o método colorimétrico de Bradford (1976), baseado em equacéao de
curva padrao de albumina bovina 0,5 % (BSA) e leitura da absorbancia a 595
nm.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 5 repeti¢des.
Os dados obtidos foram submetidos a ANOVA e, quando pertinentes, as
médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade.

Foram obedecidas as normas de biosseguranga estabelecidas pela
CTNBio (Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga) para o descarte

seletivo adequado de todo o material transgénico envolvido nos experimentos.
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2.5. Analises enziméticas em sistema de compartimentalizacdo de raizes
de bananeira micropropagada inoculada com Glomus clarum e Meloidogyne
incognita

Apds o periodo de enraizamento in vitro e aclimatizacdo das
cultivares Prata-Ana e FHIA 01 foi montado o sistema de compartimentalizacao
de raizes com os mesmos tratamentos, unidade experimental, substrato,
inéculo micorrizico e do nematdide como descrito no item 2.4. Entretanto, em 0,
4 e 7 dias apds a inoculagao do nematdide, as raizes foram analisadas quanto
a atividade de PO, descrito no item 2.4, e fenilaménia liase (PAL).

A determinacdo da atividade enzimatica de PAL foi obtida pela
homogeneizacdo de 0,5 g de raizes (congelados em nitrogénio liquido e
armazanados a -20 °C) com igual volume de PVPP e suspendida em 5 mL de
tampao borato 25 mM, pH 8,8 em almofariz de porcelana resfriado a 4 °C. Os
fragmentos de células foram removidos por centrifugacdo a 24.000g por 30
minutos a 4 °C e o sobrenadante armazenado. Para o ensaio, 200 uL do
extrato enzimatico obtido foi adicionado a 800 uL de solugdo de L-fenilalanina
15 mM em tampéo borato, 25 mM, pH 8,8 e incubados por 1 hora a 37 °C. A
reacao foi interrompida com adi¢cao de 50 yL de HCI 5M. Apds o periodo de
incubagao, as amostras foram lidas a 290 nm. A atividade de PAL foi expressa
em quantidade (nmol) de acido cinamico formado na reagéo por 1 hora e por
contetido de proteina da amostra (nmol &cido cinamico h™. mg™ de proteina). A
curva padrao de acido cinamico foi utilizada (Wuyts et al., 2006).

A percentagem de colonizagéo (Phillipis & Hayman, 1970; Brundrett, 1996)
foi determinada no momento da inoculacdo do nematdide. O delineamento

experimental foi inteiramente casualizado com 5 repeticbes. Os dados obtidos
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foram submetidos a ANOVA e, quando pertinentes, as médias foram

comparadas pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade.
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3. RESULTADOS

3.1. Efeito de G. clarum no controle de M. incognita em mudas de bananeira
micropropagada em casa de vegetacao.

Apods 60 dias da inoculagao do nematdide, foi quantificada a colonizagao
micorrizica (Tabela 2) e a formagao de galhas nas raizes das plantas (Tabela
2). Quanto ao desenvolvimento do sistema radicular ndo houve diferenca
significativa entre os cultivares e a presenga ou auséncia do fungo e o
nematoide (Tabela 2). A colonizagdo micorrizica n&o foi afetada pela presenga
do nematdide no solo, entretanto, a presengca do fungo afetou,
significativamente, o numero de galhas e o numero médio de ovos tanto no cv.
Prata-Ana e no cv. FHIA 01 (Tabela 2).

O crescimento da parte aérea (massa fresca) dos cultivares foi
aumentado pela inoculagdo com G. clarum, na presenga ou auséncia do M.
incognita (Tabela 3). Entretanto, a inoculagdo do nematdide na auséncia da
associagao micorrizica, reduziu o crescimento da parte aérea do cv. Prata-Ana

e do cv. FHIA 01 (Tabela 3).
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Tabela 2. Massa fresca (MF), percentagem de colonizacdo micorrizica (Col),
numero de galhas e numero de ovos de nematdides no sistema
radicular das plantas Prata-Ana e FHIA 01 inoculadas com Glomus
clarum (Gc) e, ou Meloidogyne incognita (Mi), apds 60 dias em casa

de vegetacao.

Sistema radicular
Caracteristica Ge+Mi Ge Mi

Prata-Ana FHIA 01 Prata-Ana FHIA 01 Prata-Ana FHIA 01

MF (9) 43,25 aA 45,47 aA 45,18 aA 45,87 aA 42,23 aA 41,52 aA
Col (%) 63 aA 59 aA 65 aA 63 aA 0 0
Galhas (n®) 421 aB 468 aB 0 0 854 aA 705 aA
Ovos (n°) 111.116aB  138.576 aB 0 0 237.423 aA  195.784 aA

Para cada caracteristica avaliada, dentro do mesmo tratamento, médias seguidas da mesma letra
minuscula, na linha ou mesma letra maiuscula, na linha dentro da mesma cultivar,ndo diferem entre
si, pelo teste Tukey, a 5 % de probabilidade. A andlises do numero de ovos foram feitas com os
dados transformados em logaritmo de base 10.

Tabela 3. Massa fresca (MF) e Massa seca (MS) da parte aérea das cultivares
Prata-And e FHIA 01 inoculadas com Glomus clarum (Gc) e,ou

Meloidogyne incognita (Mi), apds 60 dias em casa de vegetagao.

Parte aérea
Caracteristicas Ge+Mi Gc Mi

Prata-Ana FHIA 01 Prata-Ana  FHIA 01 Prata-Ana FHIA 01

MF (9) 2415aA  2337aA  2526aA  26,74aA  19,11bB  21,37bB
MS (g) 0,93aA 0,86aA 1,01aA  0,98aA 0,64aA 0,67aA

- Para cada parametro avaliado, dentro do mesmo tratamento, médias seguidas da mesma letra
minuscula, na linha, ou dentro da mesma cultivar, médias seguidas da mesma letra maiuscula, na
linha nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5 % de probabilidade.
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3.2. Sistema de compartimentalizacdo de raizes de bananeira
micropropagada inoculada com Glomus clarum e ou Meloidogyne incognita

O sistema de compartimentalizacdo permitiu a divisdo do sistema
radicular, apresentando associagdes micorrizicas € nao micorrizicas, quando
inoculados ou ndo com o FMA. O nivel de colonizagao variou ente 63 a 80 %
no cv. Prata-Ana e de 67 a 71 % para o cv FHIA 01 (Figura 2; Tabelas 4 e 5).
Nao houve contaminacdo do compartimento nio inoculado por FMA. O nivel de
colonizagao nao foi afetado pela presenga do nematdide (Tabelas 4 e 5).

Plantas de ambos os cultivares inoculadas com G. clarum destacaram-
se por apresentarem as maiores alturas (Tabelas 4 e 5). As menores alturas
foram observadas nas plantas controle e nas inoculadas somente com M.
incognita. O mesmo padréao de resposta foi observado para a massa fresca da
parte aérea (Tabelas 4 e 5). A massa fresca do sistema radicular dos dois
compartimentos (C-1 e C-2), quando comparadas entre si, ndo diferiu
estatisticamente entre os tratamentos, entretanto, a biomassa total da planta foi
maior nas plantas inoculadas com G. clarum, mesmo que tivessem sido
também inoculadas com M. incognita no mesmo local (Tabelas 4 € 5).

Para o cv. Prata-and ndo houve diferengas no numero de galhas entre
os tratamentos que receberam o nematdide, entretanto, o numero de ovos foi
reduzido no compartimento que recebeu o FMA e o nematdide quando
comparado com os tratamentos que foram aplicados s6 o nematéide ou o FMA
e 0 nematdéide em compartimentos separados (Tabela 4). No cv. FHIA 01 o
compartimento que foi aplicado o FMA e o nematdide juntos teve o numero de
galhas e o de ovos reduzidos quando comparados com os outros tratamentos

(Tabela 5).
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Figura 2: Formacgao de galhas de Meloidogyne incognita e de estruturas

do fungo Glomus clarum, em associagdo, parasitica e
simbidtica, respectivamente, em raizes de bananeira em casa
de vegetagdo, apdés 50 dias em sistema de
compartimentalizacdo de raizes. (A) Fragmento de raiz
corada com azul de tripano, contendo galha e evidenciando a
presenca de arbusculos na regido limite da galha. (B) Detalhe
de galha e arbusculos na regido da raiz. (C) Vesicula no
interiordaraiz. (D) Arbusculos e hifas.
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As plantas do cv. FHIA 01 apresentaram maior altura e massa fresca da
parte aérea quando inoculadas somente com G. clarum (Tabela 5). Plantas que
nao foram inoculadas com G. clarum e foram infestadas com M. incognita,
apresentaram altura reduzida igual a planta controle, sem inoculagao (Tabela
5). Os diferentes tratamentos ndo afetaram a massa fresca do sistema radicular
dos dois recipientes (Tabela 5). Foi observado incremento na biomassa do cv.
FHIA 01 nas plantas inoculadas somente com G. clarum e nas plantas
inoculadas com G. clarum e M. incognita no mesmo local (Tabela 5).

A atividade da PO no sistema radicular tanto da Prata-Ana e FHIA 01

nao difeririam entre os tratamentos.

111



Tabela 4. Altura (cm) e massa fresca (g) da parte aérea, massa fresca (g) dos compartimentos 1 (C-1) e 2 (C-2) da unidade

experimental, biomassa total da planta, colonizagdo micorrizica (Col), numero de galhas e numero de ovos de

nematoides do sistema radicular de plantas de bananeira cultivar Prata-Ana, inoculados com Glomus clarum (+Gc) ou

nao (-Gc) e infestados com Meloidogyne incognita (+Mi) ou n&o (-Mi), em casa de vegetagao durante 60 dias no sistema

de compartimentalizacéo de raiz.

Parte aérea

Massa fresca (g)
sistema radicular

Sistema radicular

Unidade experimental Altura (cm) Massa fresca (g) Unidade experimental Biomassa Col (%) Galhas (n)  Ovos (n)
C-1 C-2 C-1 C-2 total da
planta ()

T1 +Gc -Mi -Gc -Mi 32,3a 38,0a 33,52 aA 29,13 aA 100,6 a 80 a 0 0
T2 -Gc +Mi -Gc -Mi 23,2¢c 26,4c 22,16 cA 23,71 cA 72,2¢c 0 624 a 249.175 a
T3 +Gc -Mi -Gc +Mi 252 b 28,7b 29,37 bA 25,94 bA 84,8 b 63 a 544 a 121.549 a
T4 +Gc +Mi -Gc -Mi 28,3b 33,2b 29,32 bA 27,19 abA 89,7 ab 73 a 423 a 78.271D
T5 -Gc -Mi -Gc -Mi 23,6 c 26,3¢c 24,56 bA 26,87 bA 77,7c¢c 0 0 0

Médias seguidas pela mesma letra minuscula, na coluna, ou mesma letra maidscula na linha, dentro da unidade experimental, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 %

de probabilidade.
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Tabela 5. Altura (cm) e massa fresca (g) da parte aérea, massa fresca (g) dos compartimentos 1 (C-1) e 2 (C-2) da unidade

experimental, biomassa total da planta, colonizagdo micorrizica (Col), numero de galhas e numero de ovos de

nematoides do sistema radicular de plantas de bananeira cultivar FHIA 01, inoculados com Glomus clarum (+Gc) ou ndo

(-Gc) e infestados com Meloidogyne incognita (+Mi) ou n&o (-Mi), em casa de vegetacdo apds 60 dias no sistema de

compartimentalizacao de raiz.

Parte aérea

Massa fresca (g)
sistema radicular

Sistema radicular

Unidade experimental Altura (cm) Massa fresca (g) Unidade experimental Biomassa Col (%) Galhas (n)  Ovos (n)
C-1 C-2 C-1 C-2 total da
planta ()

T1 +Gc -Mi -Gc -Mi 30,8a 36,4 a 32,71 aA 28,85 aA 97,96 a 68 a 0 0
T2 -Gc +Mi -Gc -Mi 245c 27,1b 26,32, bA 24,01 bA 77,43 b 0 563 a 261.472 a
T3 +Gc -Mi -Gc +Mi 26,3 b 25,5 bc 25,47 bA 27,38 aA 78,35b 71a 504 a 106.452 a
T4 +Gc +Mi -Gc -Mi 26,9b 28,3 b 28,69 abA 26,94 bA 88,93 ab 67 a 297 b 85.274 b
T5 -Gc -Mi -Gc -Mi 24,7 c 25,8 bc 26,32 bA 27,75 aA 79,87 b 0 0 0

Médias seguidas pela mesma letra minudscula, na coluna, ou mesma letra maidscula na linha, dentro da unidade experimental, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 %

de probabilidade.
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3.3 Anadlises enzimaticas em sistema de compartimentalizagcdo de raizes de
bananeira micropropagada inoculada com Glomus clarum e Meloidogyne
incognita

A atividade de PO no cv. Prata-Ana e FHIA 01 nao diferiu entre os
tratamentos entre os dias avaliados apods a infestagao (Tabelas 6 e 7).

Houve diferenga estatistica na atividade de PAL entre os tratamentos e
os dias avaliados apds a aplicacdo dos nematodides para o cv. Prata-Anéa e
FHIA 01 (Tabelas 8 e 9). A atividade de PAL nas raizes de Prata-Ana antes (0
dia) da infestagcdo com os ovos nao diferiram entre os tratamentos, entretanto,
4 dias apos a infestacao essa atividade foi maior nas raizes que permaneceram
na metade do compartimento que recebeu sé M. incognita e M. incognita e G.
clarum (Tabela 8). Este aumento da atividade foi observado também para as
raizes 7 dias apos a infestagao (Tabela 8).

O cv. FHIA 01 apresentou maiores atividades de PAL 4 dias apds a
aplicagdo do nematdide no mesmo compartimento do FMA e, também, nas

raizes que receberam somente o nematdide (Tabela 9).
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Tabela 6. Atividade de peroxidase, min™ mg'1 de proteina, no sistema radicular de bananeira cultivar Prata-Ana, dos

compartimentos 1 (C-1) e 2 (C-2) da unidade experimental, inoculadas (+GC) ou nao (-CG) com Glomus clarume 0, 4 e

7 dias apos a infestagao (+Mi) ou ndo (-Mi) com Meloidogyne incognita e colonizag&o micorrizica (Col) (%) aos 0 e 7 dias

apos a infestagdo de M. incognita, em casa de vegetagéo, no sistema de compartimentalizado de raiz.

Dias ap6s infestagcdo com ovos de M. incognita Col (%)
4 Dias
C-1 C-2 C-1 C-2 C-1 C-2 C-1 C-2 0 7
T1 +Gc -Mi -Gc -Mi 14,57 13,63 15,11 14,92 15,68 15,37 52 57
T2 -Gc +Mi -Gc -Mi 16,74 14,59 14,82 15,28 15,16 16,27 0 0
T3 +Gc -Mi -Gc +Mi 14,25 15,64 15,64 15,37 16,38 15,72 47 52
T4 +Gc +Mi -Gc -Mi 15,91 14,85 14,73 15,73 16,45 15,94 50 64
T5 -Gc -Mi -Gc -Mi 13,62 15,37 16,26 15,43 14,52 14,64 0 0

Valores néo significativos, pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
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Tabela 7. Atividade de peroxidase, min" mg”' de proteina, no sistema radicular de bananeira cultivar FHIA 01, , dos
compartimentos 1 (C-1) e 2 (C-2) da unidade experimental, inoculadas (+GC) ou nao (-CG) com Glomus clarume 0, 4 e
7 dias apos a infestagao (+Mi) ou ndo (-Mi) com Meloidogyne incognita e colonizag&o micorrizica (Col) (%) aos 0 e 7 dias

apos a infestagéo de M. incognita, em casa de vegetagéo, no sistema de compartimentalizado de raiz.

Sistema radicular

Dias Col (%)
0 4 7 Dias
C-1 C-2 C-1 C-2 C-1 C-2 C-1 C-2 0 7
T1 +Gc -Mi -Gc -Mi 15,22 15,47 16,37 15,71 16,35 15,63 64 68
T2 -Gc +Mi -Gc -Mi 14,35 16,33 16,69 16,37 1541 15,47 0 0
T3 +Gc -Mi -Gc +Mi 15,83 16,51 15,44 16,24 15,87 16,8 76 74
T4 +Gc +Mi -Gc -Mi 15,74 15,55 16,35 15,49 16,92 13,27 68 72
T5 -Gc -Mi -Gc -Mi 16,33 13,64 14,89 15,51 15,75 14,91 0 0

Valores néo significativos, pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
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Tabela 8. Atividade de fenilalanina aménia liase, nmol de acido cinamico h™ mg™ de proteina, no sistema radicular de bananeira
cultivar Prata-An3, , dos compartimentos 1 (C-1) e 2 (C-2) da unidade experimental, inoculadas (+GC) ou nao (-CG) com
Glomus clarum e 0, 4 e 7 dias ap0s a infestacao (+Mi) ou ndo (-Mi) com Meloidogyne incognita e colonizag&o micorrizica

(Col) (%) aos 0 e 7 dias apds a infestacdo de M. incognita, em casa de vegetagao, no sistema de compartimentalizado

de raiz.
Sistema radicular
Dias Col (%)
0 4 7 Dias
C-1 C-2 C-1 C-2 C-1 C-2 C-1 C-2 0 7
T1 +Gc -Mi -Gc -Mi 89 aA 96 aA 93 aB 103 aB 98 bB 119 aB 52 57
T2 -Gc +Mi -Gc -Mi 93 aA 91 aA 131 aA 98 bB 151 aA 93 bB 0 0
T3 +Gc -Mi -Gc +Mi 87 aA 82a A 101 bB 145 aA 123 bB 169 aA 47 52
T4 +Gc +Mi -Gc -Mi 93 aA 88 aA 125 aA 98 aB 141aA 121aB 50 64
T5 -Gc -Mi -Gc -Mi 81 aA 83 aA 109 aB 99 aB 111aB 117aB 0 0

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna, no mesmo dia, e letras maiusculas na linha, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade.

117



Tabela 9. Atividade de fenilalanina aménia liase, nmol de acido cinamico h™ mg™' de proteina, no sistema radicular de bananeira

cultivar FHIA 01,, dos compartimentos 1 (C-1) e 2 (C-2) da unidade experimental, inoculadas (+GC) ou nao (-CG) com
Glomus clarum e 0, 4 e 7 dias ap0s a infestagao (+Mi) ou ndo (-Mi) com Meloidogyne incognita e colonizag&o micorrizica

(Col) (%) aos 0 e 7 dias apds a infestacdo de M. incognita, em casa de vegetagao, no sistema de compartimentalizado

de raiz.
Sistema radicular
Dias Col (%)
0 4 7 Dias
C-1 C-2 C-1 C-2 C-1 C-2 C-1 C-2 0 7
T1 +Gc -Mi -Gc -Mi 75aA 75aA 8la 75a 101Aa 95aA 64 68
T2 -Gc +Mi -Gc -Mi 76aA 74aA 89aA 8laA 98aA 103aA 0 0
T3 +Gc -Mi -Gc +Mi 77aA 76aA 79aB 86aA 96aA 99aA 76 74
T4 +Gc +Mi -Gc -Mi 78aA 75aA 93aA 76bB 102aA 98aA 68 72
T5 -Gc -Mi -Gc -Mi 74aA 75aA 76aB 78aB 99aA 91aA 0 0

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula, na coluna, e maiuscula na linha, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade
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| 4. DISCUSSAO

Os nematoides reproduziram-se no sistema radicular da bananeira
(Tabela 2) e nao afetaram os FMA, uma vez que em nosso trabalho a
colonizacdo micorrizica foi estabelecida anteriormente a infestacdo do
nematdide, apresentando abundantes estruturas tipicas da associagao
micorrizica arbuscular (Figura 1). Entretanto os FMAs podem ser afetados
negativamente pela presenca de nematoides que destroem as células corticais
do tecido do hospedeiro. Arbusculos, vesiculas e hifas internas podem ser
reduzidas em decorréncia da colonizagcdo do patdégeno e diminuicdo da
suplementacdo de carboidratos na raiz como resultado da necrose formada
pelo nematdide e, consequentemente, reduzindo crescimento da planta
(Azcon-Aguilar & Barea 1996; Cofcewicz et al., 2001).

Os FMAs e os nematdides sdo comumente encontrados habitando a
rizosfera e colonizando raizes de plantas. Esses dois microrganismos exercem
efeitos opostos no crescimento das plantas. Trabalhos tem mostrado interagao
entre FMAs e nematoides (Pinochet et al., 1996; Tavalera et al., 2002; Elsen et
al., 2003; Elsen et al., 2008). As mudancgas no sistema radicular causado pelos
FMAs torna-o mais eficiente, promovem o crescimento vigoroso da planta
diminuindo assim o efeito negativo do patégeno (Siddiqui & Mahmood, 1995).
A reducdo do crescimento de plantas em fungcdo do estabelecimento
nematoides nas raizes € menor quando colonizadas por fungos micorrizicos
(Cofcewicz et al., 2001).

A associacdo FMAs-nematodides-plantas €& bastante especifica e

alteracbes em um dos componentes pode levar a diversidade de resultados



(Siddiqui & Mahmood, 1995). Em geral os dados existentes indicam que as
reducdes de crescimento, consequiéncia da infecgdo por nematédides, tém sido
menores em plantas colonizadas por fungos micorrizicos comparadas as
plantas controle (Cofcewicz et al., 2001).

O efeito benéfico de G. clarum foi evidenciado em maior crescimento
das plantas (Tabelas 2 e 3) e também na redugdo do numero de galhas
(Tabela 2), evidenciando o seu efeito contra os nematdides. Diedhiou et al.
(2003) e Siddiqui & Mahamood, (2007) verificaram o incremento no
crescimento de plantas quando inoculadas com G. coronatum e G. mosseae e
reducao da infestacéo, de galhas e da reprodugao de M. incognita. Este efeito
contra os nematodides tem sido verificado em condi¢cbes in vitro. Glomus
intraradices e Radopholus similis foram capazes de crescer em condigdes
dixénicas em raizes cenoura transformadas e, através desse sistema, foi
observado supressao do FMA de 50 % na populagédo de R. similis, e aumento
da protecdo da raiz contra o nematdide (Elsen et al., 2001). A redugdo do
crescimento de plantas de tomate ocorrida em funcdo do estabelecimento de
M. javanica nas raizes € menor quando colonizadas por G. etunicatum
(Cofcewicz et al., 2001).

No presente estudo, a inoculagdo do FMA reduziu o numero de ovos de
M. incognita e também o numero de galhas (Tabela 2). Trabalhos na literatura
tém mostrado que plantas colonizadas por FMAs apresentam poucas galhas
contendo poucas fémeas, os nematdides sdo menores em tamanho e, devido a
essa caracteristica, precisam de um tempo maior para se desenvolver até
adulto (Diedhiou et al. 2003; Freire et al., 2007). Entretanto, essa maior

reproducdo pode ser explicada pelo fato de raizes micorrizadas atrairem maior
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namero de juvenis infectivos, pela maior liberagao de exsudados radiculares,
determinando uma maior eclosdo de ovos (Freire et al., 2007). A colonizagao
micorrizica promove maior desenvolvimento do sistema radicular, resultando
em maiores numeros de sitios de penetragdo e maior sobrevivéncia poés-
penetracao dos juvenis (Cofcewicz et al., 2001; Freire et al., 2007). Fémeas
adultas podem produzir maior numero de ovos sobre plantas micorrizadas,
geralmente mais vigorosas. Apesar dessas evidéncias, trabalhos tém relatados
efeitos supressivos dos FMAs sobre o numero de ovos.

Essa variagcao nos resultados pode ser devido ao numero e tamanho das
galhas formadas. Galhas pequenas, formadas por um ou pouco juvenis, a
fémea coloca a massas de ovos fora da raiz, enquanto que galhas maiores, a
maioria da massa de ovos pode ser colocada no interior da raiz (Dedhiou et al.,
2003). Em nossos estudos os tamanhos das galhas foram muito variados,
apresentando essa diversidade de tamanho no mesmo sistema radicular.

Os J, Meloidogyne spp. ao penetrarem nas raizes, atravessam o
parénquima cortical e posicionam no cilindro central, em nivel de
endoderme/periciclo, estabelecendo o parasitismo. As células alimentadoras e
as galhas podem se estender em todo o cértex, local onde os FMAs colonizam
as raizes e, consequentemente, local de interagao entre os organismos (Hol &
Cook, 2005).

Além de estudos de FMAs, bactérias, rizobactérias e fungos reduzem os
danos e/ou reproducido dos nematdides e melhoram a nutricido do hospedeiro
(Freitas et al., 2000; Dedhiou et al.,, 2003; Siddiqui et al., 2007). O fungo
Pochonia chlamydosporia var. chlamydosporia colonizou raizes e promoveu

crescimento de plantas de tomate in vitro e controlou a reproducao de M.
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javanica (Giaretta, 2008). Rhizobium etli induziu resisténcia sistémica ao M.
javanica no sistema radicular de tomateiro (Fabry, 2006). Esses resultados
reafirmam que os microrganismos, entre eles, os FMAs podem ser utilizados no
controle biolégico de nematdides, e também, no favorecimento do crescimento
das plantas.

O aumento nas atividades de PO e PAL pode ser devido a explosao
oxidativa, que ocorre apos reconhecimento do patégeno, que gera e acumula
rapidamente EORs gerando dano oxidativo, ativando respostas de defesa na
planta (Alguacil et al., 2003). A resisténcia a nematdides pode ocorrer pela
resposta de hipersensibilidade e ativagao de rotas metabdlicas envolvidas na
biossintese de fitoalexinas, além de deposigédo de calose, lignina e acumulo de
compostos fendlicos. Tem sido relatado aumento da atividade da enzima PAL,
PO, polifenoloxidase, quitinases. Entre essas enzimas, a peroxidase € uma
importante enzima presente em plantas e esta envolvida com a oxidagao de
fendis, cicatrizagdo de ferimentos, defesa de patdgenos, resposta de
hipersensibilidade, sintese de lignina e suberina e toxidez direta sobre
patdgenos. Atua na degradacao oxidativa de compostos fendlicos proximo ao
local celular provocada por patégenos (Alguacil et al., 2003; Arfaoui et al.,
2007).

Células do sistema radicular com arbusculos ndo foram infectadas com o
patdgeno e a sua proliferagdo foi reduzida em raizes micorrizadas e também
em partes do sistema radicular (Figura 1), demonstrando que a bioprotecéo é
diretamente ligada a colonizagdo da raiz por FMA. Estudos citomoleculares
mostraram que o efeito protetor sistémico e localizado induzido por FMA,

envolve acumulo de moléculas de defesa em associacdo com reacao de
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elicitacdo da parede celular do hospedeiro. A modificacdo da parede celular
associada com resisténcia localizada e formacdo de papila caracteriza
resisténcia sistémica a P. parasitica em tomateiro micorrizado (Cordier et al.,
1998).

O FMA Glomus mosseae foi efetivo em reduzir sintoma de doencga de P.
parasitica em tomateiro e a evidéncia foi a combinagcdo de resisténcia
localizada e sistémica. Andlise de enzimas de defesa mostrou essa
combinacao de mecanismos pela deteccao de isoformas de enzimas em raizes
nao micorrizadas e também atividade litica contra parede celular de P.
parasitica (Pozo et al., 2002). Novas isoformas de quitinases, quitosanases e [3-
1,3-glucanase foram induzidas localmente nas raizes colonizadas pelo FMA
(Pozo et al., 2002).

Os resultados deste trabalho mostram que o efeito protetor dos FMAs
aos nematodides pode ser localizado, podendo diretamente relacionado com a
formagao de estruturas internas e externas do fungo (Figura 1).

Controle bioldgico pode ser definido como “a redugdo da soma de
in6bculo ou das atividades determinantes da doenca provocada por um
patdgeno, realizada por um ou mais organismos que ndo o homem” (Cook &
Baker, 1983). Dessa forma, os FMAs podem ser considerados como agente de
controle biolégico, entretanto a diversidade de resposta da combinagdo FMA-
nematodide e, também da planta, € Unica. Generalizagdes sao dificultadas uma
vez que a interacao é dependente do hospedeiro, da espécie do nematdide, da
espécie do FMA e das combinacdes nematodide e densidade do indculo inicial

do FMA; fertilidade do solo e in6culo do nematdide.
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5. CONCLUSOES

G. clarum afetou a reprodugédo de M.incognita.

O sistema de compartimentalizacdo permitiu a divisdo do sistema

radicular e nao houve contaminacao entre os compartimentos.

e O fungo G. clarum promoveu o crescimento das plantas de bananeiras
micropropagadas no sistema de compartimentalizagao.

e G. clarum reduziu o numero de galhas e de ovos quando inoculado no
mesmo compartimento da aplicagdo de M.incognita no sistema de
compartimentalizagéo.

e A atividade enzimatica da PO nao foi afetada pela presencga do fungo e

ou nematdide e a atividade da PAL aumentou nas raizes com

nematoides.
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CONCLUSOES GERAIS

A cultura monoxénica de M. incognita em raizes de cenoura
transformadas é util para estudos in vitro e, também para manutencao

de cultura pura.

Em cultura dixénica, G. clarum afetou a reproducao de M. incognita.

O sistema de cultivo tripartite permite a micorrizacdo in vitro de
bananeira micropropagada, evidenciando o efeito benéfico da simbiose
na fase de aclimatizagdo, no crescimento, e no desenvolvimento das

plantas.

O sistema de compartimentalizacdo de raizes de bananeira
micropropagada evidenciou que a resisténcia do G. calrum sobre o M.

incognita é localizada.

As atividades de peroxidase e fenilalanina amoénia liase sdo maiores em

raizes associadas ao FMA na presenca de M. incognita.
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