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ABSTRACT

The present study had as objective to evaluate methyl jasmonate
and potassium silicate effect on Meloidogyne incognita  parasitism in
sugarcane (Saccharum sp.) variety RB863129 and peroxidase and  -
1,3-glucanase activity elicited, under greenhouse. The effect of Methyl
jasmonate and potassium silicate did not affect shoot biomass. Methyl
jasmonate and potassium silicate significantly decreased eggs number
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito de metil
jasmonato e silicato de potássio sobre o parasitismo de Meloidogyne
incognita  na variedade RB863129 de cana-de-açúcar (Sacch arum
sp.) e a atividade enzimática da peroxidase e -1,3-glucanase elicitada,
em c ondiç ões  de c as a de vegetação. Me til  j asmonato  dimi nuiu
signifi cativamente o número de ovos por grama de raiz, mas não
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per gram of roots. Seven days after application, both inducers affected
b-glucanase activity in parasited plants and at 14 and 21 days, inducers
promoted significant variations in peroxidase e -1,3-glucanase levels
in plants under parasitism, although, inversely to peroxidase, -1,3-
glucanase activity did not differ between inoculated and non inoculated
pl ant s.

A cana-de-açúcar (Saccharum sp.) é uma cultura de grande
expressão econômica no mundo e o Brasil é o maior produtor, tendo
colhido 420.120.992 milhões de toneladas (9). No nordeste do Brasil,
nematóides do gênero Meloidogyne presentes nos canaviais reduzem
drasticamente a produtividade agrícola devido às condições edafo-
climáticas favoráveis ao parasitismo (15). Sendo comumente
encontradas nos canaviais de Pernambuco e Estados vizinhos as
espécies M. javanica (Treub, 1885) Chitwood e M. incognita (Kofoid
& White, 1919) Chitwood (5, 14, 15).

Devido ao difícil controle, geralmente são adotadas medidas de
manejo integrado, fundamentando-se no uso de nematicidas, rotação
de culturas e pousio (10). Sendo o cultivo de variedades resistentes
um dos mais importantes componentes para manejo eficiente de
nematóides em sistemas integrados, embora nem sempre estejam
disponíveis para todo patossistema. No entanto, quando a planta não

apresenta mecanismos de defesa eficientes, a resistência pode ser
ativada por indutores e expressa no local do sítio de infecção, ou
sistemicamente, após o ataque do patógeno, caracterizando a resistência
sistêmica adquirida (13).

Muitas vantagens são observadas com a utilização de indutores,
tais como: efetividade contra diversos patógenos; estabilidade devido
a ação de diferentes mecanismos de resistência, e caráter sistêmico.
Ativados na presença de patógenos, esses mecanismos incluem a morte
programada de células, produção de metabólitos secundários
antimicrobianos (fitoalexinas), produção de proteínas relacionadas com
a patogênese (PR-proteínas), como as quitinases, -1,3-glucanases,
proteínas RIPS, defensinas e lignificação da parede celular. As PR-
proteínas são acumuladas no local específico após a indução, atuando
direta ou indiretamente contra o fitopatógeno (19, 25).

Dentre os indutores com uso potencial contra nematóide se

ARTIGOS

afetou à biomassa da parte aérea da planta. Sete dias após a aplicação,
os do is indut ores afet aram a atividade  de -glucanase na plantas
parasitadas e, aos 14 e 21 dias, promoveram variações significativas
nos níveis de peroxidase e -1,3-glucanase, muito embora, ao contrário
da peroxidase, a atividade -1,3-glucanase não diferiu entre plantas
inoculadas e não inoculadas.
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encontram o metil jasmonato e o silicato de potássio. O ácido
jasmônico, forma fisiologicamente ativa do jasmonato, tem papel
importante na cascata de eventos que ocorre no processo de indução,
causando direta ou indiretamente o acúmulo de metabólitos secundários
(11). Em tecidos de plantas tratadas com jasmonato, efeitos distintos
são apresentados por expressão das proteínas induzidas por
jasmonatos (PIJs), que incluem as tioninas e as proteinases (7, 21,
26).

O silício é o segundo elemento mais abundante da crosta terrestre,
apenas superado pelo oxigênio. Trabalhos relacionados com o papel
do silício na resistência de plantas a doenças têm apresentado resultados
promissores em vários patossistemas. O silício é absorvido pelas
plantas como ácido monosilícico, porém o teor é variável entre espécies.
A observação do aumento da atividade enzimática, como peroxidases
e polifenoloxidase e a presença de fitoalexinas em plantas tratadas
com silício levantaram a hipótese do envolvimento na indução das
reações de defesa da planta (22). Em estudos conduzidos em cana-de-
açúcar foram relatados a redução de sintomas de manchas foliares,
como ferrugem e  mancha parda (27). O objetivo da presente pesquisa
foi avaliar o efeito de metil jasmonato e silicato de potássio, em
diferentes concentrações, sobre o parasitismo de M. incognita em
cana-de-açúcar e atividade enzimática da peroxidase e -1,3-glucanase.

MATERIAL E MÉTODOS

A pesquisa foi desenvolvida em casa de vegetação do Laboratório
de Fitonematologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco. A
variedade estudada foi RB863129, desenvolvida pelo Programa de
Melhoramento Genético da Cana-de-açúcar – RIDESA (Rede
Interuniversitária para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro),
altamente suscetível a M incognita (3). As mudas foram obtidas do
cultivo de ápices caulinares originadas da biofábrica da Usina Santa
Tereza, Goiana-PE, com aproximadamente 90 dias de idade.  Os
indutores, metil jasmonato na concentração de 0,1 e 0,2 mL/L e silicato
de potássio na concentração de 10 e 20 mL/L foram aplicados por
pulverizações nas folhas das plantas, 15 dias após transplantio para
vasos. As inoculações foram efetuadas 10 dias após a aplicação do
indutor, sendo o inóculo constituído por 20.000 ovos de M. incognita
por planta. Plantas não induzidas e inoculadas foram usadas como
testemunhas relativas e, como testemunhas absolutas, plantas não
induzidas e não inoculadas. Os tratamentos foram denominados da
seguinte forma: Test (cn) = testemunha inoculada; Test (sn) =
testemunha absoluta; MJ1 (cn) = inoculada e induzida com metil
jasmonato 0,1 mL/L; MJ2 (cn)  = inoculada e induzida com metil
jasmonato 0,2 mL/L; MJ1 (sn)  = não inoculada e induzida com metil
jasmonato 0,1 mL/L; MJ2 (sn)  = não inoculada e induzida com metil
jasmonato 0,2 mL/L; SP1 (cn) = inoculada e induzida com silicato de
potássio 10 mL/L; SP2 (cn)  = inoculada e induzida com silicato de
potássio 20 mL/L; SP1 (sn)  = não inoculada e induzida com silicato
de potássio 10 mL/L; SP2 (sn)  = não inoculada e induzida com silicato
de potássio 20 mL/L. O delineamento estatístico foi do tipo
inteiramente casualizado, com seis tratamentos e cinco repetições.

As plantas foram regadas diariamente. Decorridos 90 dias após a
inoculação, as plantas foram cuidadosamente retiradas do solo, para
determinação do peso da biomassa fresca da parte aérea e raízes. Os
sistemas radiculares foram lavados, por imersão em água limpa, e as
raízes removidas cuidadosamente para minimizar perdas de massa de
ovos. Para extração de ovos do nematóide, utilizou-se o método de

Hussey & Barker (12). Lâminas de Peters e microscopia óptica foram
empregadas para contagens.

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e as
médias comparadas por contrastes ortogonais ao nível de 5% de
probabilidade. Para a análise, os dados relativos ao número de ovos
por planta, ovos por grama de raiz e a biomassa das plantas foram
transformados para (X+0,5).

A atividade enzimática foi avaliada aos 7, 14 e 21 dias após a
inoculação, utilizando-se três plantas por tratamentos para cada época
de coleta. Amostras de 1,5 g de folhas foram maceradas em almofariz
com Nitrogênio líquido, adicionando-se 1% (v/v) de polivinilpirrolidone
(PVP) e 6,0 mL de tampão acetato de sódio 0,1 M, pH 5,0, o qual
continha 1mM de EDTA. Os extratos foram centrifugados a 14.000
rpm por 25 minutos a 4 ºC e o sobrenadante foi transferido para
microtubos de 3,0 mL e armazenados a -80ºC (6), para a determinação
da atividade da peroxidase e -1,3-glucanase.

A peroxidase foi estimada com base na avaliação do delta de
absorbância (D) proporcionado com a oxidação do guaiacol (C3H8O2)
na presença do peróxido de hidrogênio (6). Para ocorrer a reação
pipetou-se numa cuba espectrofotométrica,  50 µL de guaiacol (0,02M),
1,0 mL do tampão acetato (0,1 M) e 0,25mL de peróxido de hidrogênio
(0,38M). Agitou-se a mistura levemente, a qual serviu para zerar o
espectrofotômetro. Pipetou-se 50 µL  do extrato enzimático, agitou-
se levemente e realizou-se as leituras a 470 nm por 4 minutos.

A atividade da -1,3-glucanase foi avaliada através da quantificação
da glicose liberada com a hidrólise da laminarina. Para isto, pipetou-se
50 ìL do extrato enzimático em tubo de ensaio, adicionou-se 50 µL do
tampão acetato de sódio (100 mM/pH 5,0) e 50 µL de laminarina (4,0
mg/mL). Realizou-se o teste em branco adicionando-se água destilada
no lugar da laminarina. Em seguida, o material foi incubado a 40 ºC por
1 hora. Após este período, acrescentou-se 2,0 mL de uma solução do
ácido dinitrosalicílico (DNSA). A mistura foi aquecida a 100 ºC por 5
minutos e resfriou-se em banho de gelo. Posteriormente, foram
realizadas leituras espectrofotométricas a 570 nm e comparadas com
padrões de glicose. A curva padrão de glicose utilizada foi constituída
das seguintes concentrações 0, 50, 200, 300, 600, 1.200, 2.400 mg/L.

Os dados obtidos nos dois sistemas enzimáticos estudados foram
submetidos à análise de variância e as médias comparadas por
contrastes ortogonais ao nível de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

O peso da biomassa fresca da parte aérea e raízes das plantas
inoculadas não diferiu (P>0,05) das não inoculadas (Tabela 1), indicando
que o parasitismo do nematóide não afetou o desenvolvimento da
cana, 90 dias após a inoculação. Por outro lado, a ação dos indutores
nas plantas inoculadas resultou em significativa (P<0,05) redução da
biomassa fresca da parte aérea e raízes, (Tabela 1). Muito embora os
indutores de maneira geral não reduziram (P<0,05) o número de ovos
do nematóide por planta, o metil jasmonato e silicato de potássio
foram eficientes em reduzir (P<0,05) o número de ovos por grama de
raiz, sendo esta variável mais precisa para avaliação da eficiência dos
indutores (Tabela 1).

A atividade de peroxidase aos 7, 14 e 21 dias diferiu (P<0,05)
quando comparou-se testemunhas inoculadas com não inoculadas
(Tabela 2), ocorrendo maior atividade dessa enzima em plantas
inoculadas aos 14 e 21 dias (Figura 1). O efeito do metil jasmonato e
silicato de potássio sobre a atividade da peroxidase em plantas
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parasitadas foi detectado aos 14 e 21 dias (Tabela 2), evidenciando
menor atividade enzimática nas plantas que receberam os indutores,
exceto aos 21 dias após a inoculação, quando o metil jasmonato a 0,1
mL/L elicitou maior atividade da peroxidase (Tabela 2, Figura 1).

Ao contrário da peroxidase, não foi detectada diferença na atividade
da -1,3-glucanase entre testemunhas inoculadas e não inoculadas em
nenhuma época de avaliação. No entanto, a partir do sétimo dia
ocorreram variações significativas na atividade dessa enzima em plantas
parasitadas e induzidas com metil jasmonato ou silicato de potássio.
Aos 7 e 21 dias a atividade da enzima foi maior nas plantas parasitadas
e induzidas, em relação às parasitadas não induzidas. A maior atividade
de -1,3-glucanase ocorreu aos 14 dias em plantas parasitadas e não
induzidas (Figura 1). Diferenças entre as dosagens de ambos indutores
foram significativas aos 21 dias após a inoculação, ocorrendo maior
atividade enzimática nas maiores dosagens (Tabela 2).

A indução de resistência a nematóides caracteriza-se pela
interrupção ou alongamento do ciclo do parasito, que pode atuar de
forma direta ou indireta no estímulo da eclosão, capacidade do juvenil
localizar e invadir a planta hospedeira, indução e manutenção do sítio

de alimentação e, conseqüentemente, desenvolvimento de fêmeas
adultas e produção de ovos (4). As respostas em raízes de cana-de-
açúcar em seguida a aplicação de metil jasmonato em tecido foliar,
podem ocorrer pela ativação do jasmonato via caminho genético, ou
pela manipulação e aplicação específica do produto,  aumentado o
potencial de resistência da planta a microrganismos (2).

Segundo Oka & Cohen (17), em trigo (Triticum aestivum L.) e
cevada (Hordeum vulgare L.) tratadas com ácido DL--amino-n-
butírico houve formação do sítio de alimentação, sugerindo que o
mecanismo de resistência induzida pelo indutor é expresso em estádios
posteriores ao estabelecimento dos nematóides das galhas em seus
hospedeiros. No entanto, o sítio de alimentação nas raízes tratadas
com DL--amino-n-butírico não foi suficiente para suprir as
necessidades nutricionais do nematóide, ou algumas substâncias
inibitórias ao desenvolvimento do nematóide foram produzidas ou
simplesmente liberadas nesses sí tios de alimentação. Segundo
Fernandes (8), a peroxidase é uma enzima comum em plantas e o
aumento freqüente nas respostas aos ataques dos patógenos, mostra
o envolvimento dessa enzima no mecanismo de defesa.

Owen et al. (20) estudaram o efeito do acibenzolar-S-metil contra
M. incognita e M. javanica em videira (Vitis spp. L.) e não observaram
efeito tóxico direto contra o nematóide.  No patossistema M. incognita-
tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.), a aplicação do acibenzolar-
S-metil, antes da inoculação do nematóide promoveu reduções
significativas no número de galhas, massas de ovos e ovos por grama
de raiz em relação ao controle (24). No entanto em estudos conduzidos
por Oka et al. (16) no patossistema Meloidogyne-tomateiro, o ácido
jasmônico e o metil jasmonato, via pulverização em folhas ou
molhamento do solo, não induziu resistência, discordando dos
resultados ora obtidos. Contudo, muitas evidências indicam que
mudanças no padrão da atividade enzimática da peroxidase estão
relacionadas com defesa local e sistêmica da planta, isso por que essa
enzima atua na reparação de ferimentos, na lignificação e na deposição
de suberina (23).

Oliveira et al. (18) estudaram o comportamento de genótipos de
caupi resistentes e suscetíveis à meloidoginose quanto à produção de
peroxidase e observaram que a cultivar TE97-411-1E, resistente a M.
incognita, apresentou um aumento significativo da atividade enzimática
em resposta a infecção, sugerindo a participação dessa enzima no
mecanismo de defesa das plantas. Estudos desenvolvidos por Atkinson
(1) comprovaram indução sistêmica da atividade da peroxidase em
folhas de batata (Solanum tuberosum L.) cujas raízes estavam infectadas
por Globodera rostochiensis (Wollenweber, 1923) Mulvey & Stone,

Tabela 1. Efeito da aplicação e diferentes dosagens de metil jasmonato (MJ) e silicato de potássio (SP) sobre a reprodução de Meloidogyne incognita e
biomassa da cana-de-açúcar na variedade RB863129

BFPA= biomassa fresca da parte aérea; BFR = biomassa fresca da raiz; OP = número de ovos por planta; OGR = número de ovos por grama de raiz; NS = Nível de significância.

Contraste              BFR (g)            OP                               OGR
Média NS Média NS Média NS Média

Testemunha inoculadaTestemunha não inoculada 64,0045,00 0,140 9,006,00 0,08 - - - -
Plantas inoculadas: sem MJcom MJ 64,0045,00 0,043 9,007,00 0,019 7.1004.200 0,254 798590 <0,01
Plantas inoculadas: sem SPcom SP 64,0036,50 0,016 9,0014,00 0,013 7.1008.225 0,475 798541 <0,01
Metil jasmonato: 0,1 mL/L0,2 mL/L 51,0040,00 0,694 6,97,05 0,372 6.4505.500 0,394 555638 0,015
Silicato de potássio: 10 mL/L20 mL/L 36,2537,5 0,528 13,37,40 0,013 5.20011.250 <0,01 587496 0,949
CV (%) - 16,70 - 16,75 - 7,10 - 4,72

Tabela 2. Atividade enzimática de peroxidase e -1,3-glucanase induzidas
por metil jasmonato (MJ) e silicato de potássio (SP) em plantas de cana-
de-açúcar variedade RB863129, parasitadas por Meloidogyne incognita,
aos 7, 14 e 21 dias após a inoculação Peroxidase

                                                                                                        Nível de significância
Contraste Peroxidase -1,3-glucanase
                                                           7 dias
Testemunha inoculada Testemunha não inoculada <0,01 0,257
Plantas não inoculadas: sem MJ  com MJ 0,218 0,589
Plantas não inoculadas: sem SP  com SP 0,002 0,863
Plantas inoculadas: sem MJ  com MJ 0,140 0,016
Plantas inoculadas: sem SP  com SP 0,944 0,020
Plantas inoculadas: MJ 0,1 mL/L  MJ 0,2 mL/L 0,236 0,640
Plantas inoculadas: SP 10 mL/L  SP  20 mL/L 0,086 0,091
CV (%) 10,59 12,58
                                                               14 dias
Testemunha inoculada Testemunha não inoculada <0,01 0,059
Plantas não inoculadas: sem MJ  com MJ 0,110 0,273
Plantas não inoculadas: sem SP  com SP 0,942 0,276
Plantas inoculadas: sem MJ  com MJ <0,01 <0,01
Plantas inoculadas: sem SP  com SP <0,01 <0,01
Plantas inoculadas: MJ 0,1 mL/L  MJ 0,2 mL/L 0,027 0,831
Plantas inoculadas: SP 10 mL/L  SP  20 mL/L 0,333 0,428
CV (%) 15,98 19,85
                                                               21 dias
Testemunha inoculada Testemunha não inoculada <0,01 0,569
Plantas não inoculadas: sem MJ  com MJ <0,01 0,029
Plantas não inoculadas: sem SP  com SP 0,847 0,075
Plantas inoculadas: sem MJ  com MJ <0,01 <0,01
Plantas inoculadas: sem SP  com SP <0,01 0,017
Plantas inoculadas: MJ 0,1 mL/L  MJ 0,2 mL/L <0,01 <0,01
Plantas inoculadas: SP 10 mL/L  SP  20 mL/L <0,01 <0,01
CV (%) 12,92 18,76
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1976. Por outro lado, estudos realizados em videiras parasitadas com
M. javanica e M. incognita indicaram que acibenzolar-S-metil não
afetava diretamente o nematóide, mas quando avaliou-se a resposta de
defesa da planta, ocorreu aumento da -1,3-glucanase, 28 dias após a
inoculação (20).

A utilização de metil jasmonato e silicato de potássio reduziram o
número de nematóides por grama de raiz. O parasitismo de M. incognita
aumentou a atividade da peroxidase, aos 14 e 21 dias após a inoculação.
Os indutores também afetaram a atividade enzimática, observou-se
que plantas tratadas com metil jasmonato, 21 dias após a inoculação,
apresentaram altos valores desta enzima. A enzima -1,3-glucanase
apresentou maior atividade nas plantas parasitadas e não induzidas,
aos 14 dias após a inoculação. Conclui-se então que os indutores
afetaram diretamente o nematóide e a atividade enzimática na planta,
como provável reação de defesa.
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com silicato de potássio 20 mL/L. (*cn=com nematóide; sn=sem nematóide)

 
Peroxidase

-1,3-glucanase
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