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RESUMO GERAL

A soja ocupa posicdo de destaque no agronegécio brasileiro e mundial,
caracterizada por ser uma cultura de grande importancia socioecondémica devido
aos seus multiplos usos. O agente patogénico Erysiphe diffusa, causador do
oidio, caracteriza-se por ser uma doenca altamente agressiva, podendo limitar de
forma significativa sua produtividade. A utilizacdo de indutores de resisténcia
para protecdo das culturas destaca-se como alternativa viavel para maximizar a
defesa em plantas. Dentre esses indutores, destacam-se metil jasmonato (MeJA)
e a quitosana, que ativam a via dos octadecanoides, cujo o produto final é o
acido jasmoénico, um fitohorménio vegetal que induz a ativacdo dos
mecanismos de defesa contra o ataque de patdgenos. Como eliciadores
exogenos, estes podem induzir resisténcia a planta, aumentando as atividades de
enzimas relacionadas a defesa. A fim de compreender o comportamento da
inducdo mediada por estes eliciadores, o presente estudo busca elucidar a
viabilidade do uso da quitosana, MeJA e sua interacdo na inducdo de resisténcia
em plantas de soja, na presenca da E. diffusa. Para tanto, avaliacGes bioquimicas
foram realizadas, por meio da quantificacdo da SOD, CAT, APX, PAL, H,0, e
peroxidacdo, bem como as caracteristicas ecofisioldgicas (trocas gasosas e teor
relativo de clorofila) e suas relacdes com a severidade da doenca. Em casa
vegetacdo, as plantas de soja foram infectadas naturalmente através de plantas
sintomaticas e conduzidas até o estadio fenoldgico V5, quando receberam a
aplicacdo dos eliciadores MeJA 1,25 mM, quitosana 3 mg/mL, a combinacio
MeJA/quitosana e um controle com agua destilada. Aos 2, 5, 8 e 11 dias apés
aplicacdo, foram realizadas as avaliacdes. A severidade do oidio foi avaliada
apos o inicio da infec¢do. Com os dados obtidos, calculou-se a &rea abaixo da
curva do progresso da doenca (AACPD). Todos os tratamentos elevaram a
expressdo da atividade das enzimas e dos niveis de H,O,, quando comparados a
testemunha. Os eliciadores diminuiram a infeccdo, reduzindo a severidade da
doenca. Destaque para o efeito da interacdo MeJA/quitosana que retardou o
aumento da doenca até 15 dias apos aplicagao.

Palavras-chave: Eliciador. Octadecanodide. SAR. ISR. EROs. Fotossintese.



GENERAL ABSTRACT

Soybean has a prominent position in the Brazilian and global agribusiness,
characterized as a culture of great socioeconomic importance due to its multiple
uses. Pathogenic agent Erysiphe diffusa, which causes powdery mildew, is
characterized as a highly aggressive disease, and can significantly limit soybean
productivity. The use of resistance inducers for culture protection is a feasible
alternative for maximizing plant defense. Among these inducers, we highlight
methyl jasmonate (MeJA) and chitosan, which activate the octadecanoid
pathway, of which final product is jasmonic acid, a plant hormone that induces
the activation of defense mechanisms against pathogen attacks. As external
elicitors, they can induce plant resistance, increasing the activity of enzymes
related to defense. In order to understand the behavior of induction mediated by
these elicitors, this study seeks to elucidate the feasibility of using chitosan,
MeJA and their interaction in inducing soybean plant resistance in the presence
of E. diffusa. For such, biochemical evaluations were conducted by means of
guantifying SOD, CAT, APX, PAL, H,O, and peroxidation, as well as
ecophisiological traits (gas exchange and relative content of chlorophyll) and its
relations with disease severity. Under greenhouse conditions, the soybean plants
were naturally infected by symptomatic plants, and conducted until the V5
phenological stage, when elicitors MeJA 1.25 mM, chisotan 3 mg/mL,
MeJA/chitosan combination and a control with distilled water were applied. At
2, 5, 8 and 11 days after application, the evaluations were performed. Powdery
mildew severity was evaluated after the beginning of infection. With the data
obtained, we calculated the area under the disease progression curve (AUDPC).
All treatments increased the expression of enzyme activity and levels of H,0,
when compared to the control. The elicitors decreased infection and disease
severity. We highlight the effect of the MeJA/chitosan interaction, which
delayed the increase of the disease in up to 15 days after application.

Keywords: Elicitor. Octadecanoid. SAR. ISR. EROs. Photosynthesis.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO GERAL
1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) ocupa posicdo de destaque no
agroneg6cio brasileiro, caracterizando-se por ser uma cultura de grande
importancia socioecondmica e por seus multiplos usos (CONAB, 2015). Entre
os fatores que limitam e reduzem a produtividade, as doencas tém se destacado
como um dos principais causadores, contribuindo com o aumento dos custos de
producéo e por promoverem reducdes acentuadas na sua produtividade.

Entre as diversas doencas que afetam a cultura da soja, destaca-se o
oidio, cujo agente etiologico é o fungo Erysiphe diffusa, o qual caracteriza-se
por ser um agente patoldgico extremamente agressivo, podendo limitar a
producdo da cultura, sob condigbes favoraveis. O controle é realizado,
principalmente, com a aplicacdo de fungicidas quimicos, com relatos de
populacdes de patdgeno resistentes a estas moléculas, bem como de impactos
negativos ao ambiente e a salde publica (MELO et al., 2014). Diante disso, é
necessario que novos metodos de controle sejam desenvolvidos, entre esses,
destaca-se a utilizacdo de indutores de resisténcia que atuam como indutores de
respostas de defesa nas plantas.

As respostas de defesa das plantas sdo o resultado de uma rede
complexa de eventos de sinalizacdo que envolve a interagdo de quinases,
horménios e as espécies reativas de oxigénio (EROs), o que leva a producdo de
compostos de defesas para induzir resisténcia na planta (OLIVEIRA;
VARANDA; FELIX, 2016). Modificagdes nos componentes de sinalizagio
podem acelerar a ativacdo da defesa da planta contra o ataque de patdgenos,
melhorando assim as respostas da planta. Essa indugdo de resisténcia pode ser
melhorada pela utilizagdo de substancias quimicas, ndo toxicas, que provocam a
ativacdo de mecanismos de defesa natural (SRIVASTAVA et al., 2011).
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Dentre essas substancias, a aplicacdo exdgena de metil jasmonato
(MeJA) e quitosana, ativa a via dos octadecanoides, sendo o produto final o
acido jasmodnico, um fitohorménio vegetal que induz a ativacdo dos
mecanismos de defesa contra o ataque de patdgenos (SHAH et al., 2014). Essa
via promove a sintese de H,0, uma das espécies reativa de oxigénio, que atua
como uma molécula de sinalizacdo (RANI e PRATYUSHA, 2013). Além disso,
a aplicacdo exdgena desses eliciadores desencadeia a ativagdo das enzimas
antioxidantes em plantas, tais como, desmutase do superdxido (SOD), catalase
(CAT) e peroxidase do ascorbato (APX), e de enzimas da via do
fenilpropanoide, como a fenilalanina aménia liase (PAL). A biossintese e o
acumulo dessas enzimas conferem respostas na defesa vegetal, impedindo danos
oxidativos (OLIVEIRA; VARANDA; FELIX, 2016).

Nesse contexto, a aplicacdo de MeJA e quitosana pode ser considerada
uma maneira eficiente de induzir a resisténcia em plantas, ao ataque de
patdgenos. A interacdo desses eliciadores constitui-se, portanto, uma forma
viavel de intensificar os mecanismos de defesa latentes principalmente através
da ativacdo da via dos octadecanoides.

A fim de compreender o comportamento da inducdo mediada pelos
eliciadores, o presente estudo buscou elucidar os mecanismos de acdo da
quitosana e MeJA e a sua interacdo na inducao de resisténcia em plantas de soja,

na presenca do agente patogénico E. diffusa.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cultura da Soja

A producdo global de soja para o ano safra 2015/2016 foi projetada para
314.400.000 toneladas com aumentos significativos nos principais produtores
(USDA, 2015). O Brasil é responsavel por uma produgdo de 86.120.800
toneladas de soja em uma area cultivada de 30.173.100 hectares, sendo a maior
parte exportada na forma de grdos. As condi¢bes adequadas de cultivo
proporcionam aumentos graduais no rendimento desta oleaginosa, sendo esta, a
espécie mais cultivada no territério nacional. Em nivel mundial, a soja
representa a principal oleaginosa produzida e consumida, segundo dados da
CONAB (2015). No Brasil, a partir dos anos 1970, a producdo desta cultura
passou a ter grande relevancia para o agronegocio, verificada pelo aumento das
areas cultivadas e, principalmente, pelo incremento da produtividade,
consequéncia da utilizacdo de novas tecnologias (SILVA; LIMA; BATISTA,
2011). Entre os fatores que limitam e reduzem a produtividade da soja, estdo as
doencas, que contribuem com o aumento dos custos de producdo e ainda sdo
responsaveis por reducdes anuais de cerca de 15 a 20% (TECNOLOGIAS,
2011). Dentre as doencas que afetam a cultura da soja, destaca-se o oidio,
constatado em todas as regides produtoras de soja no pais desde a safra agricola
de 1996/1997, levando as lavouras mais afetadas a apresentarem perdas de
rendimento de aproximadamente 25 a 40%, tornando-se necessarias a adocéo de
medidas preventivas (MELO et al., 2014; EMBRAPA 2015).

2.2 Oidio (Erysiphe diffusa)

Uma gama de fatores bidticos e abioticos sdo responsaveis por limitarem
o0 potencial produtivo da cultura da soja. Entre esses, as doencas foliares sdo

consideradas um dos principais, por causarem perdas consideraveis no



14

rendimento final e por afetarem a qualidade de grdos. O oidio da soja, cujo
agente etiolégico é o fungo biotréfico Erysiphe diffusa (BRAUN;
TAKAMATSU, 2000), caracteriza-se atualmente como uma das principais
doengas da cultura podendo reduzir em até 40% da producdo (MELO et al.,
2014). Na safra agricola 2013/2014, 1.186 bilhGes de do6lares foram gastos com
fungicidas na cultura da soja, principalmente para o controle desta epidemia.
Apesar da eficacia de alguns fungicidas para o controle dessa doenga, 0 uso
intensivo destes produtos pode selecionar populacfes de patogenos resistentes,
dificultando a gestdo em safras consecutivas, podendo assim, ocasionar
desequilibrios biol6gicos e contaminacdo ambiental (SINDAG, 2014).

O patdgeno E. diffusa é considerado um organismo biotréfico, que
necessita de células vivas para sobreviver e se multiplicar. Portanto, sua
principal forma de sobrevivéncia consiste nas plantas de soja remanescentes, e
hospedeiros alternativos. Os danos ocasionados por este patdgeno tém inicio
quando os esporos, denominados conidios, dispersos pelo vento, sdo depositados
sobre a superficie de um foliolo do vegetal, sendo a interagdo entre o patégeno e
0 hospedeiro responsavel pelo surgimento de lesdo tipica da doenca O processo
de infec¢do ocorre por meio da penetracdo direta através da cuticula da folha,
nas células epidérmicas, onde o esporo (conidio ou ascosporo) do fungo, ao cair
na superficie da folha, germina e produz uma teia de micélio que se espalha pela
superficie da planta. O micélio penetra nas células epidérmicas e, através de
haustérios, nutre-se do contetido das células. Na superficie da planta, forma-se
uma fina camada de micélio e de conidios pulverulentos (IGARASHI et al.,
2010).

O fungo se desenvolve em toda parte aérea da planta e a infeccdo pode
ocorrer em qualquer estadio de desenvolvimento, sendo mais visivel no inicio da
floragdo (IGARASHI et al.,, 2010). A planta de soja apresenta nas partes

atacadas uma fina camada de micélio e esporos pulverulentos que, de pequenos
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pontos brancos podem evoluir e cobrir totalmente as partes infectadas. Assim,
nos casos de elevada colonizacdo do fungo nos tecidos superficiais da planta, é
possivel ocorrer uma reducdo significativa no rendimento da soja devido a
reducdo da area fotossinteticamente ativa em até 50% e, em casos Severos, 0
consequente secamento e queda prematura das folhas (MIGNUCCI e BOYER,
1979; PEREZ-VEGA, 2013).

Em relacdo as alteracdes fisioldgicas no hospedeiro, Mignucci e Boyer
(1979) constataram menor fotossintese e transpiragdo com o aumento da
infeccdo. Com 82% da area foliar infectada, mais da metade da atividade
fotossintética da folha havia sido perdida e a transpiragdo reduzida a 36% em
relacdo as plantas controle, como resultado da alteracdo direta na atividade
metabdlica induzida pelo patégeno. Para seu desenvolvimento, o fungo necessita
de temperaturas em torno de 18-24°C e baixa umidade relativa do ar, ndo se
desenvolvendo em temperaturas superiores a 30°C (GRAU, 2006). De acordo
com Bedendo (2011), o conidio ndo germina guando um filme de agua esta
presente na superficie da folha. Outros fatores, como época de semeadura e fase
de desenvolvimento da planta, influenciam significativamente na severidade da
doenca, assim, algumas cultivares consideradas resistentes se tornam suscetiveis
guando plantadas nas épocas mais favordveis a ocorréncia da doenca
(GRIGOLLLI, 2014).

O oidio é dificilmente controlado por técnicas convencionais visto que o
fungo produz esporos que sdo facilmente dispersos pelo vento. Além do mais, o0
fungo pode ser transmitido por residuos vegetais e algumas ervas daninhas
(PEREZ-VEGA, 2013). Sendo assim, o controle deste fungo pode ser obtido por
meio de medidas conjuntas. S80 recomendadas a utilizagdo de cultivares
resistentes, vistoria das lavouras e utilizacdo de fungicidas com o aparecimento
dos sintomas ou preventivamente (MELO, 2014). Apesar de eficazes, 0s

fungicidas sdo de alto custo e, na maioria das vezes, sdo necessarias duas ou
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mais aplica¢cfes, aumentando os custos de producdo (VALENCIO, 2012). Diante
disso, outras estratégias de controle economicamente viaveis, com boa relagdo
custo beneficio podem contribuir para o manejo de tal patdgeno, essas
estratégias de otimizacdo do controle estdo relacionadas ao aumento da
resisténcia da planta, por meio da indugdo da ativacdo de mecanismos latentes,
de forma preventiva, dificultando assim o desenvolvimento da doenga por meio

dos processos de defesa naturais das plantas.
2.3 Inducéo de resisténcia

As plantas apresentam um conjunto de mecanismos de defesa contra
patdgenos, que podem ser pré-existentes, ou seja, expressos constitutivamente, e
outros que sdo induzidos como resposta de defesa ao processo de infeccdo. Os
mecanismos pré-existentes constituem-se de barreiras fisicas, como a parede
celular priméaria, composta de celulose, hemicelulose e pectina, e a parede
celular secundaria, podendo estar reforcada pela deposicdo de lignina,
impregnacdo de silica, ceras, suberina e cutina (HANKS e NELSON, 2016).
Outro importante mecanismo de defesa sdo os produtos do metabolismo
primario e secundario dos vegetais. Muitos desses compostos sdo produzidos de
forma constitutiva, sem a presenca de patdgenos, como € o caso de fenois,
alcaloides, lactonas insaturadas, glicosidios fendlicos, glicosidios cianogénicos,
fototoxinas, inibidores proteicos e enzimas hidroliticas (PASCHOLATI, 2010).
Por outro lado, existem nos vegetais proteinas cujos genes tém sua expressao
regulada por sinais liberados pelo processo de infec¢do, denominadas proteinas
relacionadas a patogénese (PRPSs), que por sua vez sdo subdivididas em diversos
grupos, tais como, B- 1,3-glucanases, quitinases e peroxidases (DE WIT, 2007).

A inducdo de resisténcia em plantas contra patégenos representa um
método complementar no controle de doengas, a qual ativa seus mecanismos de

defesa latentes. Essa inducdo pode ser ativada em plantas por uma série de
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substancias denominadas eliciadores, evitando ou atrasando a entrada e/ou a
subsequente atividade do patégeno em seus tecidos (OLIVEIRA; VARANDA,;
FELIX, 2016). O desempenho de um eliciador pode ser melhorado, ou
estabilizado, se associado a outros indutores de resisténcia ou, mesmo, a
micronutrientes que podem funcionar como cofatores de varias enzimas
envolvidas na sintese de importantes substancias de defesa da planta
(CAVALCANTI, 2005).

Em funcdo da rota de sinalizacdo que leva a expressdo das defesas, a
inducdo de resisténcia pode ser dividida em duas categorias, a resisténcia
sistémica adquirida (systemic acquired resistance, SAR) que tem o 4&cido
salicilico (AS) como o principal sinalizador, levando principalmente & expressao
de PRPs (GAO, et al., 2015) e a resisténcia sistémica induzida (induced systemic
resistance, ISR) que atua na rota regulada pelo acido jasmonato (AJ) e etileno
(ET).

A SAR envolve a expressdo de genes como das PRPs, onde a inducgéo €
dependente do AS. Essa rota de inducdo pode ser ativada quando a planta é
exposta aos patdgenos virulentos, avirulentos, nao-patogénicos ou quando
tratadas com 4&cido 2,6 dicloroisonicotinico (INA) ou acido-benzo-(1,2,3)-
tiadiazole- 7-carbotidtico (BTH) de acordo com Pascholati et al. (2010), esta
sinalizacdo s6 sera estabelecida apds um determinado periodo de tempo, sendo
este necessario para que ocorra a expressdo de genes, acimulo de PRPs ¢ a
inducdo sistémica do AS (GAO, et al., 2015). Por outro lado, a ISR est4
associada ao acido AJ e etileno ET, ndo envolvendo a sintese de PRPs
(PASCHOLATI et al., 2010). Contudo, a resisténcia em plantas esta associada a
eficiéncia do hospedeiro em reconhecer a presenca do patdgeno atraves de
mecanismos de percep¢do e transducdo de sinais que podem resultar na
resisténcia das plantas ao agente patogénico (OLIVEIRA; VARANDA,; FELIX,

2016). Quando uma planta é desafiada por um patdégeno ou tratada com
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eliciadores, ocorrem alteragBes metabdlicas e também um sinergismo entre o
metabolismo primario e secundario (VIECELLI, 2009) (FIGURA 1).

Figura 1 - Alteragcdes metabolicas em plantas provocadas por patégenos
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Fonte: Adaptado (OLIVEIRA; VARANDA; FELIX, 2016).

Legenda: G= proteina G; AS= 4cido salicilico; AJ= &cido jasmbnico;

Para que os mecanismos de defesa sejam induzidos é necessério que a
planta reconheca o patdgeno. Este reconhecimento se da pela ligacdo do
eliciador produzido pelo patégeno ou pela planta a um receptor presente na
membrana plasmatica da parede celular do vegetal (LABANCA, 2009). Estes
mecanismos de reconhecimento do patégeno sdo considerados eventos primarios
e essenciais para a inducdo dos mecanismos de resisténcia (SILVA, 2008).
Normalmente, o receptor é de natureza proteica e pode estar localizado tanto na
membrana plasmatica como no interior da célula vegetal, apds esse

reconhecimento, a planta passa a manifestar respostas de defesa. No entanto,
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para que estas ocorram, é necessario haver sinais primarios, que agiriam em
cascata de sinais translocaveis e causariam a ativacdo de genes relacionados a
defesa, tanto local como sistemicamente. A interagdo entre a planta e o patégeno
pode ser dividida em dois tipos basicos: compativel e incompativel. Na interagdo
compativel o patégeno invade o tecido vegetal, se multiplica e causa a doenca no
hospedeiro. Na interacdo incompativel, o patdgeno, ao penetrar no tecido
vegetal, encontra as defesas da planta, que sao rapidamente ativadas, e impedem
sua multiplicagcdo, conferindo resisténcia ao hospedeiro (OLIVEIRA;
VARANDA,; FELIX, 2016).

As plantas exibem varias respostas bioquimicas para protecdo contra
agentes oxidantes produzidos durante o metabolismo ou induzidos quando sdo
submetidas a condi¢cBes ambientais adversas. Em condicdes de estresse, como a
ocasionada por patdgenos, ocorre a formacdo de EROs, incluindo os radicais
hidroxila (OH"), radicais superdxido (O7;), peroxido de hidrogénio (H,O,) que
sdo os causadores de danos oxidativos (THAKUR e SOHAL, 2013). Um
aumento no nivel das EROs provoca a oxidacao de lipideos, proteinas e acidos
nucleicos, diante disso, as plantas respondem a tal dano oxidativo através da
producdo de defesas antioxidantes que evitam danos adicionais (GILL e
TUTEJA, 2010). Um agente antioxidante é uma enzima presente em baixa
concentracdo gue inibe a oxidacdo de biomoléculas. Os principais produzidos
em resposta ao estresse incluem as enzimas SOD, CAT e APX. A SOD é uma
metaloenzima que converte os radicais superéxido em peréxido de hidrogénio e
oxigénio, desse modo, atua como um inibidor de radicais superdxido. A enzima
antioxidante CAT, reduz o peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio, a APX
caracteriza-se por ser uma importante peroxidase de desintoxicagdo atuando na
redugdo do superoxido em &gua. O perdxido de hidrogénio pode ter agdo toxica

direta sobre o patdgeno e estd envolvido no fortalecimento celular, sendo
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necessario para a biossintese de lignina (OLIVEIRA; VARANDA; FELIX,
2016).

Outras enzimas estdo relacionadas a indugdo de defesa nas plantas,
dentre elas destaca-se a PAL. Esta proteina é primeira enzima da via dos
fenilpropanoides, tem sido a enzima mais estudada por estar situada em um
ponto intermedidrio entre o metabolismo primario e secundéario, catalisando a
primeira etapa dessa via (KUHN e PASCHOLATI, 2010). A PAL age sobre a
fenilalanina removendo o grupamento aménia e convertendo-a para acido trans-
cinamico, formando diversos compostos fendlicos envolvidos na defesa
(MANDAL et al., 2010).

Em sintese, o estimulo a mecanismos de defesa envolve reacdes da
planta ligadas a ativacdo de genes de defesa, tais como, SAR, ISR, producédo de
lignina e enzimas hidroliticas (ELSHARKAWY et al., 2013). As plantas
comumente respondem ao eliciador ou patdégeno com manifestacdo oxidativa,
durante a qual as EROs sdo geradas, com consequente ativacdo das enzimas de
membranas que desencadeiam uma reacdo em cascata, causando a abertura de
canais de célcio e a ativacdo da NAD(P)H oxidase presente na membrana
plasmatica. O estresse oxidativo resultante da geracdo de EROs, conduz ao dano
celular e & morte da célula, inicialmente pelo dano no centro de reacdo do
fotossistema Il e nos lipidios de membranas (OLIVEIRA; VARANDA; FELIX,
2016). Além disso, respostas de defesa aos patégenos usam deliberadamente
sistemas geradores de EROs baseados nas NAD(P)H oxidases e peroxidases
ligadas as membranas plasmaticas (THAKUR e SOHAL, 2013). Esses sistemas
sdo designados como destruidores de patégenos e células hospedeiras, reforcam
as paredes celulares e imobilizam o patégeno dentro delas ou levam ao
fendbmeno de reacdo de hipersensibilidade (OLIVEIRA; VARANDA; FELIX,
2016). A reacdo de hipersensibilidade causa rapida morte das células no local de

infeccdo, 0 que impede a expansdo do patégeno (THAKUR e SOHAL, 2013).
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Essas moléculas mensageiras (O e H,0,) sdo mediadoras-chave da morte
celular programada de células, induzidas por patégenos em plantas, e funcionam
como parte de uma rota de transducdo de sinais que levam a indugdo de defesa
ao patégeno e a morte celular (OLIVEIRA; VARANDA,; FELIX, 2016). Além
da reacdo de hipersensibilidade, a ativacdo dos genes de defesa pelas EROs
induz a formagdo de lignina e enzimas hidroliticas que atacam a parede celular
do patégeno, como glucanases e quitinases, enzimas antioxidantes como SOD,
CAT e APX.

Neste contexto, entre as medidas alternativas ao controle quimico de
doencas, 0 uso de agentes indutores de resisténcia e a compreensdo dos
fendmenos fisiol6gicos que ocorrem durante o processo desta inducdo vém se
destacando como uma forma viavel de ativar os mecanismos de defesa nas
plantas (ELSHARKAWY et al., 2013). Dentre os eliciadores com uso potencial
contra o agente patogénico causador do oidio da soja, E. diffusa, encontram-se o
MeJA e a quitosana, ambos podem apresentar papel importante na cascata de
eventos que ocorre no processo de inducdo de resisténcia, causando efeitos

benéficos contra a acdo deste fungo na cultura da soja.
2.4 Metil Jasmonato

Com o avango dos estudos em fisiologia vegetal tem sido atribuido a
alguns fitohdrmonios propriedades que permitem atenuar os efeitos deletérios
ocasionados pelos estresses bioticos e abidticos (KHAN et al., 2013). Dentre
esses reguladores celulares, destaca-se o metil jasmonato (MeJA) (FIGURA 2),
que estéa envolvido no controle de uma gama de processos nhas plantas, tais como
crescimento e desenvolvimento, além de estar relacionado a defesa contra
estresses ambientais (MEHARI et al., 2015; WASTERNACK, 2014).

O MelJA é o metil éster do acido jasménico, conhecido como jasmonato,

formado por um anel de ciclopentanona com uma cadeia pentenil inserida no
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C7, um grupo carbonila no C6 e um acetil metilado no C3 (FIGURA 3). Séo
sintetizados a partir da liberacao intracelular do acido a linolénico (AL) a partir
da estimulacdo de uma fosfolipase A2, sendo convertido em uma reacédo
catalisada por uma 13-lipoxigenase (LOX), a acido 13-hidroperéxilinoleico (13-
HPOT) que é entdo convertido pela catalise da aleno éxido sintase (AOS) a
acido oxo-fitodienoico (OPDA) reagdes nas quais estdo ocorrendo no
cloroplasto. Estas ciclopentanonas deixam o cloroplasto e podem ser convertidas
a oxo-pentenilciclopentanos (OPC), que podem agir como moléculas
sinalizadoras no citosol. Os OPC sdo metabolizados nos peroxissomos, nos quais
ocorre a redugdo e a [-oxidacdo com formacdo do é&cido jasménico,
caracterizando assim a via dos octadecandides (FIGURA 4). O jasmonato
produzido deixa o peroxissomo e pode ser metilado no citosol para formacéo do
MeJA e esses podem agir como moléculas sinalizadoras no citosol, ativando a
transcricdo de genes relacionados a defesa no nucleo, agir em células vizinhas
ou serem inativados (DAR et al., 2015).

Figura 2 - Estrutura do metil jasmonato
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Fonte: (DAR et al., 2015).
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Figura 3 - Biossintese do metil jasmonato, a partir da via dos octadecanoides
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Fonte: Adaptado WASTERNACK, 2014.

O MeJA move-se rapidamente por toda a planta, tanto pelo xilema
guanto pelo floema, provavelmente utilizando transportadores de sacarose,
distribui-se mais rapidamente que os fotoassimilados e, além disso, apresenta
uma alta volatilidade. Tais evidéncias permitem a este fitoh6rmonio a
capacidade de ser um sinalizador na ISR, uma vez que atuard como um sinal

modulador da comunicacéo intra e entre plantas na resposta de defesa, além
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disso, plantas vizinhas ainda ndo infectadas adquirem SAR antes da presenca do
patdgeno (STHAL et al., 2016; WASTERNACK, 2014).

Este fitohormonio ativa os mecanismos de defesa da planta em resposta
aos estresses ambientais, como ferimento causado por herbivoros e patdégenos
especialmente os necrotréficos (MEHARI et al., 2015), bem como aos estresses
abidticos, tais como baixa temperatura, seca e salinidade (DEL AMOR;
CUADRA-CRESPO, 2011).

A aplicacdo de MeJA desencadeia a indugdo da atividade das enzimas
antioxidantes em plantas. Em estudos realizados com Ricinus communis, a
aplicacdo de MeJA aumentou significativamente a atividade da enzima APX, o
mesmo foi observado em plantas de Zea mays, demonstrando que a aplicacdo de
MeJA esta envolvida na resisténcia contra a deterioracdo dos tecidos através do
aumento da atividade do sistema antioxidante e a sua capacidade de eliminar os
radicais livres (ZANGH et al, 2016). Em outros estudos, diversos autores
também relataram a a¢do do MeJA como um indutor do aumento da atividade
das enzimas antioxidantes SOD (AFTAB et al., 2011; ANJUM et al., 2011);
APX (PARRA-LOBATO et al., 2010, SOARES et al., 2010); CAT (MANDAL
etal, 2011; AFTAB et al., 2011; ANJUM et al., 2011).

Além disso, a aplicacdo exdgeno de MelJA reduziu a peroxidacdo
lipidica da membrana, provavelmente, devido a elevada atividade das enzimas
do sistema antioxidante (AFTAB et al., 2011; ANJUM et al., 2011). Diversas
enzimas da rota dos fendlicos séo induzidas a serem produzidas na presenca de
tal composto, dentre as quais a fenilalanina aménia liase, pB-1,3-glucanases e
quitinases se destacam (STAHL, 2016).

Segundo AFTAB et al.(2011), as trocas gasosas sdo influenciadas de
forma pronunciada pela presenga do MeJA. Este autor observou que em

artemisia, a presenca deste fitorregulador melhorou a eficiéncia fotossintética,
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expressa pela maior taxa de fotossintese liquida, condutdncia estomética e
elevado teor de clorofila total.

Durante a interacdo planta-patégeno a sinalizacdo provocada pela
presenca do MeJA interage tanto em sinergia como de forma antagbnica com
indutores que conferem a resisténcia adquirida, ou seja, que tem 0 AS como 0
principal sinalizador (CAARLS; PIETERSE; VAN WEES, 2015). Em estudos
realizados com plantas de Solanum lycopersicum a resisténcia contra o agente
patogénico Alternaria alternata resulta da inducdo de sinalizacédo pela interacdo
entre MeJA e quitosana (CHEN; ZOU; LIU, 2014). Nesse contexto, a interagdo
entre MeJA e quitosana, 0s quais caracterizam-se por apresentarem formas
distintas de inducdo de resisténcia, pode ser uma forma viavel de aumentar a

resisténcia da planta ao ataque de patégenos.
2.5 Quitosana

Quitosana, derivado da quitina, é o segundo polimero natural mais
abundante no meio ambiente, sendo esse polissacarideo amplamente distribuido
em toda a natureza (KATIYAR; HEMANTARANJAN; SINGH, 2015). Por ser
um material versatil, biodegradavel e ndo téxico, o nimero de aplicacdes da
quitosana e seus derivados vem aumentando de forma constante, com ampla
utilizacdo em produtos farmacéuticos, na medicina, indastria alimentar e
agricultura (CROFTON et al., 2016; CARROLL et al., 2016).

A quitosana, -(1,4)-2-amino-2-desoxi-D-glicose, é um polissacarideo
linear que contém copolimeros de D-glucosamina (unidades desacetiladas) e N-
acetil-D-glucosamina (unidades acetiladas) ligadas por ligagdes glicosidicas 3
(1,4). Sua obtengdo ocorre a partir da desacetilagcdo parcial da quitina, que pode
ser de natureza enzimatica ou alcalina (FIGURA 4). A quitina, matéria prima da

quitosana, é produzida por uma vasta gama de organismos, tais como, fungos,



26

algas, exoesqueletos de insetos, moluscos e crustaceos (HAMED; OZOGUL,;
REGENSTEIN, 2016; ABDULKARIM et al., 2013).

Figura 4 - Estruturas moleculares da quitina acetilada e quitosana desacetilada
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Fonte: (HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016).

As utilizagbes da quitosana na protecdo de plantas a patégenos virais,
bacterianos e fangicos, vém sendo relatadas em diversos estudos. O potente
efeito deste polimero deve-se as suas propriedades antimicrobianas de acgdo
direta ao patdgeno, e sua atuacdo como eliciador, que ativa as defesas naturais
das plantas. A atividade antimicrobiana pode ser influenciada por diversos
fatores, tais como, peso molecular, solubilidade, densidade de cargas positivas,
modificagdo quimica, pH, concentracdo, capacidade quelante e o tipo de
microorganismo. Como eliciador exdgeno, a quitosana, pode induzir resisténcia
nas plantas, aumentando a atividade de varias enzimas relacionadas a defesa
(KATIYAR; HEMANTARANJAN; SINGH, 2015).

A atividade antimicrobiana da quitosana pode estar relacionada a

conformagdo de sua molécula, uma vez que, € um polimero policatiébnico que
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apresenta uma elevada quantidade de grupamentos amino reativos em sua
estrutura, que pode ser protonado, permitindo assim, suportar cargas positivas,
ao passo que a quitina, um polimero acetilado, ndo mostra qualquer atividade
antimicrobiana. Dessa forma, o potente efeito sobre organismos patogénicos
pode ser explicado pela presenca de grupos amino na sua estrutura (PILLAI;
PAUL; SHARMA, 2009). Devido a presenca de cargas positivas, este polimero
tem elevada afinidade por lipidios de membrana, que apresentam grupamentos
anidnicos expostos, bem como proteinas e glicoproteinas carregadas
negativamente, formando ligacdes, designadas como ligacOes eletrostaticas
(PARK et al., 2008). Essa interacdo com as cargas negativas da superficie da
membrana aumenta a sua permeabilidade, conduzindo ao extravasamento de
substancias intracelulares, culminando na deficiéncia de atividades vitais do
patdgeno (XING et al., 2015). Em Aspergillus fumigatus, Botrytis cinérea,
Aspergillus parasiticus, Fusarium oxyporum, Fusarium solani e Penicillium
verrusosum, essa interacdo eletrostatica entre a quitosana e a membrana
proporcionou o controle desses agentes patogénicos (PARK et al., 2008).

Por se tratar de um biopolimero, as propriedades deste composto,
permitem a formacdo de barreiras fisicas em torno dos locais de penetracdo dos
agentes patogénicos, protegendo os tecidos adjacentes saudaveis da difusdo da
doenca. A formacdo desta barreira fisica ocorre, pela aglutinacdo em torno dos
locais de penetracdo, podendo ser feita uma analogia deste processo com o
fendmeno da formacédo de zonas de abscisdo, que € observado em folhas, o qual
impede a proliferagdo de patdgenos necrotroficos para os demais tecidos. Além
da formacdo de barreiras fisicas nos locais de penetragdo dos agentes
patogénicos, a capacidade de quelacdo de nutrientes minerais exercido pela
quitosana, é um aspecto limitante ao desenvolvimento dos patégenos, uma vez

que, priva o acesso aos mesmos (EL HADRAMI et al., 2010).
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Devido as propriedades fisiologicas e bioldgicas da quitosana, esta tende
a estimular as respostas de defesa da planta sob o ataque de agentes patogénicos,
uma vez que este polimero ativa a via dos octadecanoides, assim como 0 MeJA
(KATIYAR et al., 2014). Como um eliciador exdgeno, a quitosana pode induzir
resisténcia a planta, aumentando as atividades de enzimas relacionadas a defesa,
como PAL, APX, SOD e CAT (XING; ZHU; PENG, 2015). Essas
caracteristicas conferem a esse eliciador potencial de inducdo de resisténcia
sistémica adquirida (SAR), a qual proporciona defesa por periodos prolongados,
a uma ampla gama de patdgenos. Essa resisténcia pode desenvolver-se em partes
ndo infectadas da planta, como resultado toda a planta torna-se mais resistente a
infeccdo secundaria (KATIYAR; HEMANTARANJAN; SINGH, 2015).

A partir dos relatos, a presente investigacdo apresenta como principal
objetivo avaliar a eficiéncia eliciadora do MeJA e quitosana, bem como sua
interacdo, na inducdo de resisténcia de plantas de soja ao agente patogénico
Oidio da soja, E. diffusa.
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CAPITULO 2 EFEITO SINERGICO DA APLICAGCAO DE METIL
JASMONATO E QUITOSANA NA INDUGCAO DE RESISTENCIA AO
OIDIO EM PLANTAS DE SOJA

RESUMO

A soja ocupa posicdo de destaque na economia brasileira e mundial, caracteriza-
se como uma cultura de grande importancia socioeconémica devido a seus
multiplos usos. O agente patogénico Erysiphe diffusa, causador do oidio,
caracteriza-se por ser uma doenca altamente agressiva, em determinadas
condicOes, e pode limitar a producdo. A utilizacdo de indutores de resisténcia
para protecdo das plantas destaca-se como uma alternativa vidvel para
maximizar sua defesa. Dentre esses indutores, metil jasmonato (MelA) e
quitosana, ativam a via dos octadecanoides, sendo 0 seu produto final o acido
jasménico, um horménio vegetal que induz a ativacdo dos mecanismos de
defesa contra o ataque de patdgenos. Como eliciadorores exodgenos, podem
induzir resisténcia a planta, aumentando as atividades de enzimas relacionadas a
defesa. A fim de compreender o comportamento da inducdo mediada pelos
eliciadores, o presente estudo busca elucidar a viabilidade da acdo da quitosana,
MeJA e sua interacdo na inducdo de resisténcia em plantas de soja, infectadas
por E. diffusa, através de avaliacdes bioquimicas (SOD, CAT, APX, PAL, H,0,
e Peroxidacdo) e sua relacdo com a severidade da doenca. O experimento foi
conduzido em casa de vegetacdo, sendo a soja infectada naturalmente através de
plantas sintomaticas. As plantas foram conduzidas até estadio fenoldgico V5,
guando receberam a aplicacdo de MelJA 1,25 mM, quitosana 3mg/mL,
MejA/quitosana e agua destilada (controle). Apos aplicacdo, foram realizadas 4
coletas para as avaliacbes (2, 5, 8 e 11 dias ap6s aplicacdo). A severidade do
oidio foi avaliada apds o inicio da infeccdo, e a partir dos dados obtidos
calculou-se a area abaixo da curva do progresso da doenga (AACPD). Todos o0s
tratamentos elevaram a expressdo da atividade das enzimas SOD, CAT, APX e
PAL, e os niveis de H,0O,, quando comparados a testemunha. Os tratamentos
com eliciadores diminuiram a infeccdo do oidio atrasando a intensificacdo da
severidade da doenga. Destaca-se o efeito da interagdo MeJA/quitosana que
retardou 0 aumento da infestagdo até 15 dias apds aplicagao.

Palavras-chave: Eliciador. Octadecandide. SAR. ISR. EROs.
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ABSTRACT

Soybean has a prominent position in the Brazilian and global agribusiness,
characterized as a culture of great socioeconomic importance due to its multiple
uses. Pathogenic agent Erysiphe diffusa, which causes powdery mildew, is
characterized as a highly aggressive disease under certain conditions, and can
limit production. The use of resistance inducers for plant protection is a feasible
alternative for maximizing its defense. Among these inducers, methyl jasmonate
(MeJA) and chitosan, activate the octadecanoids pathway, of which final product
is jasmonic acid, a plant hormone that induces the activation of defense
mechanisms against pathogen attacks. As external elicitors, they can induce
plant resistance, increasing the activity of enzymes related to defense. In order to
understand the behavior of induction mediated by these elicitors, this study seeks
to elucidate the feasibility of the action of chitosan, MeJA and their interaction
in inducing soybean plant resistance, in plants infected by E. diffusa, by means
of biochemical evaluations (SOD, CAT, APX, PAL, H,0, and peroxidation) and
its relation to disease severity. The experiment was conducted in greenhouse,
with the plants naturally infected by symptomatic plants. The plants were
conducted to the V5 phonological stage, when elicitors MeJA 1.25 mM, chisotan
3 mg/mL, MelA/chitosan combination and a distilled water (control) were
applied. After application, four collection were conducted for evaluation (2, 5, 8
and 11 days after application). Powdery mildew severity was evaluated after the
beginning of infection, and with the data obtained, we calculated the area under
the disease progression curve (AUDPC). All treatments increased the activity of
enzymes SOD, CAT, APX and PAL, as well as the levels of H,O, when
compared to the control. The treatments with elicitors decreased powdery
mildew infection, delaying the intensification of the disease severity. We
highlight the effect of the MeJA/chitosan interaction, which delayed the increase
of infestation in up to 15 days after application.

Keywords: Elicitor. Octadecanoid. SAR. ISR. EROs.
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1 INTRODUCAO

A soja ocupa posicao de destaque na economia brasileira e mundial, pelo
fato de ser uma cultura de grande importancia socioeconémica, pelo seu
potencial produtivo e também por seus multiplos usos (CONAB, 2015). Entre os
fatores que limitam e reduzem a produtividade da desta, as doencas tém se
destacado como um dos principais causadores, contribuindo com o aumento dos
custos de producao e sendo responsaveis por redugcdes em sua produtividade.

Dentre as doencas que afetam a cultura, o oidio da soja, cujo agente
etioldgico é o fungo Erysiphe diffusa caracteriza-se por ser uma doenca
altamente agressiva que pode limitar a producdo da soja, em condigdes
favoraveis. O controle desta é realizado, principalmente, com fungicidas
quimicos, com relatos de populacdes de patdgeno resistentes a estas moléculas,
bem como de impactos negativos ao ambiente e a salde publica (MELO et al.,
2014). Diante disso, € necessario que novos métodos de controle sejam
desenvolvidos. Entre esses, destaca-se a utilizacdo de indutores de resisténcia
que atuam como indutores de respostas de defesa nas plantas.

As respostas de defesa das plantas é o resultado de uma rede complexa
de eventos de sinalizacdo que envolve a interacdo de quinases, hormonios e as
espécies reativas de oxigénio (EROs), o que leva a producdo de compostos de
defesas para induzir resisténcia na planta (OLIVEIRA; VARANDA: FELIX,
2016). ModificagcBes nos componentes de sinalizagdo podem acelerar a ativagao
da defesa da planta contra o ataque de patégenos, melhorando assim suas
respostas. A indugdo de resisténcia pode ser melhorada pela utilizagdo de
substancias quimicas ndo toxicas que provocam a ativacdo de mecanismos de
defesa natural (SRIVASTAVA et al., 2011).

Dentre essas substancias, a aplicacdo de metil jasmonato (MeJA), ativa a
via dos octadecanoides, sendo o0 seu produto final o acido jasmdnico, um

hormdnio vegetal que induz a ativagdo dos mecanismos de defesa contra o
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atague de patogenos (SHAH et al., 2014). Essa via promove a sintese de
peroxido de hidrogénio (H,0,), uma espécie reativa de oxigénio (ERO), que atua
como uma molécula de sinalizagdo (RANI e PRATYUSHA, 2013). Além disso,
a aplicacdo de MeJA desencadeia a ativacdo das enzimas antioxidantes em
plantas, dismutase do superoxido (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do
ascorbato (APX), assim como de enzimas da via de biossintese de fendis, tal
como a fenilalanina amodnia liase (PAL). A acumulacdo dessas enzimas confere
respostas na defesa vegetal, impedindo danos oxidativos (OLIVEIRA,;
VARANDA,; FELIX, 2016). Como este eliciador atua como um sinal que
modula a comunicacdo intra e entre plantas na resposta de defesa, este
fitohormonio permite que as plantas desenvolvam uma resisténcia sistémica
induzida (induced systemic resistance, ISR) (STHAL et al, 2016;
WASTERNACK, 2014).

Devido as propriedades fisiologicas e bioldgicas da quitosana, hd uma
tendéncia natural desta em estimular as respostas de defesa da planta sob o
ataque de agentes patogénicos, uma vez que este polimero ativa a via dos
octadecanoides, assim como o MelA (KATIYAR; HEMANTARANJAN;
SINGH, 2015). Como um eliciador exodgeno, a quitosana pode induzir
resisténcia a planta, aumentando as atividades de enzimas relacionadas a defesa,
como PAL, APX, SOD e CAT (XING at al.,2015). Essas caracteristicas
conferem a esse eliciador potencial de inducédo de resisténcia sistémica adquirida
(systemic acquired resistance, SAR), a qual proporciona defesa por periodos
prolongados, a uma ampla gama de patdgenos. Essa resisténcia pode
desenvolver-se em partes ndo infectadas da planta e, como resultado, toda a
planta torna-se mais resistente & infeccdo secundaria (KATIYAR,;
HEMANTARANJAN; SINGH, 2015).

Nesse contexto, a aplicagdo de MeJA e quitosana pode ser considerada

uma técnica eficiente de induzir a resisténcia em plantas, contra o ataque de
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patdgenos, sendo a interacdo desses eliciadores uma forma viavel de intensificar
os mecanismos de defesa latentes principalmente através da ativacdo da via dos
octadecanoides. A fim de compreender o comportamento da inducdo mediada
pelos eliciadores, o presente estudo busca elucidar a viabilidade da acdo da
quitosana e MeJA assim como a sua interacdo na inducdo de resisténcia em

plantas de G. max, na presenga do agente patogénico E. diffusa .
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Condugéo do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no setor de
Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Lavras (UFLA). As quantificacBes enzimaticas e bioquimicas foram realizadas
nos Laboratorios de Crescimento e Desenvolvimento de Plantas e de Bioquimica
e Fisiologia Molecular de Plantas do Setor de Fisiologia Vegetal do
Departamento de Biologia/UFLA.

Foram utilizadas plantas de soja da cultivar NA5909. Quatro sementes
dessa cultivar foram semeadas em vasos plasticos contendo 5 Kg de solo
peneirado e misturado com areia, na proporcdo 2:1, deixando-se desenvolver 3
plantas por vaso, num total de 80 vasos. As plantas foram conduzidas até o
estadio fenoldgico V5, seguindo as recomendacdes tecnoldgicas de producédo de
soja (EMBRAPA, 2011).

2.2 Aplicacgdo dos produtos

Quando as plantas atingiram estadio fenoldgico V5, receberam a
aplicacdo via foliar de quatro tratamentos distintos: quitosana, MeJA, interacdo
entre os eliciadores (MeJA/quitosana), e uma testemunha (dgua destilada e
espalhante adesivo). Para o tratamento controle foi utilizado &gua destilada e
polioxietileno alquilfenol éter a 0,5% (lharaguen-s®), um espalhante foliar
adesivo. O MeJA foi utilizado na concentragcdo de 1,25 mM preparado com o
mesmo espalhante adesivo, assim como a quitosana na concentragdo de 3
mg/mL, preparada em &cido acético 0,5% (CH;COOH) , cuja solucdo
permaneceu sob agitacdo constante “overnight” (PRAPAGDEE et al., 2007).
Na interacdo dos produtos MeJA/quitosana estes foram aplicados de maneira
sequencial, sem realizagdo de mistura prévia, onde primeiramente aplicou-se a

quitosana, e logo em seguida 0 MeJA, com o auxilio de um pulverizador manual
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tipo spray, até cobertura total das plantas. Apés aplicacdo, todos os vasos foram
cobertos com sacos plasticos transparentes por 24 h para evitar a sinalizagdo das
plantas vizinhas. As plantas submetidas ao MeJA, além de cobertas, foram
levados a uma casa de vegetagdo distinta, com as mesmas condi¢bes de
temperatura, umidade e luminosidade, por um periodo de 24 h, no intuito de
evitar a inducdo dos demais tratamentos e das plantas controle, uma vez que o

MeJA é conhecido por ser um fitorregulador volatil (SEO et al.,2001).
2.3 Infeccéo das plantas com o fungo Erysiphe diffusa

Utilizou-se inoculo natural proveniente de plantas de soja exibindo
sintomas e sinais tipicos de oidio, distribuidas uniformemente préximas as
plantas teste. A introducdo dos vasos contendo plantas infectadas, na casa de
vegetacdo, ocorreu quando as plantas teste (sadias) encontravam-se no estadio

fenoldgico V3.
2.4 Variaveis a serem analisadas

As variaveis analisadas foram: avaliacdo da severidade do oidio, analises
enzimaticas, tais como as enzimas do sistema antioxidante (SOD, CAT e APX),
enzima PAL, e ndo-enzimaticas peroxido de hidrogénio e peroxidacéo lipidica.
Para a determinacdo da atividade especifica das enzimas, foi realizada a
quantificacdo de proteinas totais, de acordo com a metodologia de Bradford
(1976).

O delineamento utilizado foi inteiramente casualisado (DIC) em
esquema fatorial 4 x 4, sendo 4 tratamentos (quitosana , MeJA, MeJa/quitsona e
uma testemunha), 4 periodos de coleta, 2, 5, 8 e 11 dias ap6s a aplicacdo (DAA),
com cinco repetices. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia
utilizando-se o programa estatistico SISVAR 4.3 (FERREIRA, 2013). As
médias entre os tratamentos foram submetidas ao teste de Scott e Knott (1974), a
0,05 de probabilidade ( p <0,05).
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2.5 Avaliagdo da severidade do Oidio da soja

As avalices de severidade da E. diffusa, foram realizadas segundo a
escala diagramatica de Matiazzi (2003) (FIGURA 1), tendo inicio quando as
plantas apresentaram os primeiros sintomas da infeccdo, no estadio fenol6gico
V4. Foram realizadas 9 avaliacGes, repeitando intervalos de 3 dias entre elas. A
Gltima avaliacdo ocorreu 18 dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos eliciadores.
Com os dados obtidos calculou-se a area abaixo da curva do progresso da
doenca (AACPD) usando a equacdo (SHANER e FINNEY, 1977):

n-1
AACPD =X [(yi +yi+1)x 0,5 ][ ti+1 —ti]
i

Onde:
n = nmero de avaliacoes;
yi = intensidade da doenca na i-ésima avaliacao;

ti = tempo no momento da i-ésima avaliagéo.
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Figura 1 - Escala diagramatica para severidade do oidio da soja, causado por E.
diffusa.

20.14% 27.05% 4365% >60%

Fonte: MATTIAZZI, 2003.

2.6 Analises enzimaticas do sistema antioxidante

O foliolo coletado para as andalises foram de folhas equivalentes ao
estadio fenoldgico V4, coletando-se um foliolo por planta, sendo as mesmas
mantidas em nitrogénio liquido imediatamente ap6s a coleta e posteriormente
armazenadas em freezer -80 °C, até o momento da extragdo. O extrato
enzimatico foi obtido pela maceracdo em nitrogénio liquido de 200 mg de
folhas, com 50% de polivinilpolipirrolidona (PVPP) e homogeneizado com 1500
pL de tampdo de extracdo contendo tampédo fosfato de potdssio 100mM (pH
7,8), EDTA 0,1 mM, écido ascérbico 10 mM e 4gua (BIEMELT et al., 1998). O
extrato foi centrifugado a 13.000 g por 10 minutos a 4° C e 0 sobrenadante

coletado e utilizado nas analises da atividade das enzimas SOD, CAT e APX.

2.6.1 Dismutase do supero6xido (SOD)
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A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorredugdo do azul de nitrotetrazolio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977).
Aliquotas do extrato enzimatico foram adicionadas ao meio de incubacdo
composto por fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), metionina 14 mM, EDTA 0,1
MM, &gua, NBT 75 uM e riboflavina 2 pM. As placas com o meio de reagdo e as
amostras foram iluminadas, por 7 minutos, com uma lampada fluorescente de 20
W. Para o controle, 0 mesmo meio de reacdo sem a amostra foi iluminado. O
teste em branco foi mantido no escuro. As leituras foram realizadas a 560 nme o
calculo da atividade da enzima seguindo a equacdo: % de inibicdo = (A560
amostra com extrato enzimatico — A560 controle sem enzima)/(A560 controle
sem enzima). Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de enzima capaz

de inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas condigdes do ensaio.
2.6.2 Catalase (CAT)

Utilizou-se ametodologia proposta por Havir e McHale (1987), em que
aliquotas do extrato enzimatico foram adicionadas ao meio de incubacéo
contendo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0), 4gua e perdxido de hidrogénio
12,5 mM. A atividade dessa enzima foi determinada pelo decréscimo na
absorbancia a 240 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo
consumo de perdxido de hidrogénio. O coeficiente de extingdo molar utilizado

foi de 36 mM™cm™.
2.6.3 Peroxidase do ascorbato (APX)

A atividade da APX foi determinada pelo acompanhamento da taxa de
oxidagdo do ascorbato a 290 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos. Uma
aliquota do extrato enzimatico adicionada ao meio de incubagdo composto por
fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0), acido ascorbico 0,5 mM, &gua e perdéxido
de hidrogénio 0,1 mM (NAKANO; ASADA, 1981). O coeficiente de extingdo

molar utilizado foi de 2,8 mM™*cm™.
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2.7 Analise enzimatica

Para quantificacdo da atividade da enzima fenilalanina amonia liase
(PAL), foram macerados 0,3 g de folha em nitrogénio liquido, homogeneizado
em 1500 uL do tampao de extragdo, composto por fosfato de potassio 100 mM e
2 mercaptoetanol 10 mM, e centrifugado a 15000 g por 15 minutos a 4°C, para

posterior avaliacao.
2.7.1 Fenilalanina aménia liase (PAL)

A atividade da PAL foi avaliada segundo Mori et al., (2001), a partir da
coleta de foliolos equivalentes ao estadio fenoldgico V4, sendo utilizado uma
aliquota de 50pL do extrato enzimatico e adicionado 150 pL de um meio de
incubacgdo. O meio de incubacao foi composto por 100 pL de tampéo Tris-HCL
pH 8,8 a 100 mM e 50 pL de fenilalanina a 40 mM. A incubacéo foi realizada
em placas de acrilico a 37°C por 30 min no aparelho espectrofotbmetro Elisa
(POWER WAVW XS DA BIOTEK) a 280 nm, sendo que as leituras foram
realizadas a cada 10 minutos. A atividade da PAL foi expressa em uM min™!
mg! de proteina, utilizando o coeficiente de extingdo molar de 10 mM ~7 cm?
(ZUCKER, 1965).

2.8 Analises ndo-enzimaticas

Tanto para a quantificacdo de peroxido de hidrogénio (H202) quanto
para a quantificagdo da peroxidac&o lipidica, foram macerados 0,2 g de folha em
nitrogénio liquido, homogeneizado em 1500 pL de acido tricloroacético (TCA)
0,1% (m/v) e centrifugados a 12000 g por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante

coletado e armazenado a -20°C, para posterior avaliacéo.
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2.8.1 Perdxido de hidrogénio

Foram macerados 200 mg de massa fresca em nitrogénio liquido,
homogeneizados em 1500 pL de &cido tricloroacético (TCA) 0,1% e
centrifugados a 12.000 g por 15 minutos, a 4° C. A reacdo foi iniciada pela
adicdo de uma aliquota da amostra ao meio de reagdo contendo tampao fosfato
de potassio 10 mM (pH 7,0) e iodeto de potéssio 1M. O H,0, foi determinado
medindo-se a absorbancia a 390 nm e com base em uma curva padrdo com
concentracdes conhecidas de H,O, (VELIKOVA et al., 2000).

2.8.2 Peroxidacdo lipidica

A peroxidagdo lipidica foi determinada por meio da quantificacdo de
espécies reativas ao acido tiobarbiturico, conforme descrito por Buege e Aust
(1978). Cem miligramas de massa fresca foram macerados em N, liquido e
homogeneizados em 1500 uL de TCA 0,1%. O homogeneizado foi centrifugado
a 12.000 g, por 15 minutos e aliquotas do sobrenadante foram adicionadas ao
meio de reacdo contendo 0,5% de acido tiobarbitdrico (TBA) e 10% de TCA,
incubando-se, em seguida, a 95°C, por 30 minutos. A reacdo foi paralisada por
resfriamento rapido em gelo e as leituras foram determinadas no aparelho
espectrofotémetro Elisa (POWER WAVW XS DA BIOTEK), a 535 nm e 600
nm. O TBA forma complexos de cor avermelhada com aldeidos de baixa massa
molecular, como o malondialdeido (MDA), produto secundario do processo de
peroxidacdo. A concentracdo do complexo MDA/TBA foi calculada pela
seguinte equacdo: [MDA] = (A535 — A600)/(¢.b), em que: & (coeficiente de
extingdo = 1,56 x 10-5 cm-1); b (comprimento o6tico = 1). A peroxidagdo foi

expressa em nmol de MDA g™ de proteina.
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3 RESULTADOS

Todos os tratamentos elevaram a expressdo da atividade da enzima
SOD, em relacdo a testemunha. A interacdo MeJA/quitosana atingiu 0s maiores
indices 2 dias apds aplicacdo (DAA), sendo o comportamento semelhante ao
observado na quitosana, 5 DAA. Contudo, o tratamento com MeJA conferiu
maxima atividade 5 DAA, decaindo até 11 dias, porém manteve-se superior aos
demais tratamentos (FIGURA 2).

Figura 2 - Atividade da dismutase do superdxido (SOD), nas folhas de plantas
de soja, submetidas a diferentes tratamentos com eliciadores
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Legenda: Letras maitsculas diferentes indicam variagao estatistica nos periodos de
coleta dentro de cada tratamento, enquanto as letras minusculas diferentes indicam
variagao nos tratamentos dentro de cada periodo de coleta, de acordo com o teste de
Scott-Knott (p< 0,05).
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Em relagdo a CAT, verifica-se que todos os tratamentos elevaram a sua
atividade, entretanto, os eliciadores que conferiram respostas mais duradouras
foram os tratamentos com quitosana aplicada isoladamente, e sua interacdo com
MeJA, causando uma reducgdo de sua atividade aos 11 DAA. O tratamento com
MeJA conferiu elevada atividade até o quinto dia apds aplicacdo (FIGURA 3).

Corroborando com os resultados obtidos na atividade das enzimas SOD
e CAT, observou-se que para APX, a aplicacdo dos tratamentos elevou sua
atividade, em relagdo a testemunha; entretanto, com efeito menos duradouro. A
intensificacdo mais pronunciada da atividade enzimatica deu-se pela aplicacdo
da interagdo MeJA/quitosana, e quitosana isoladamente, 2 DAA. No quinto dia
apos aplicacdo a os valores da interacdo ainda mostrou-se pronunciada, sendo

inferior apenas ao tratamento com MeJA (FIGURA 4).

Figura 3 - Atividade da enzima catalase (CAT), em folhas de plantas de soja,
submetidas a diferentes tratamentos com eliciadores
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Legenda: Letras mailsculas diferentes indicam variacdo estatistica nos periodos de
coleta dentro de cada tratamento, enquanto as letras minusculas diferentes indicam
variacdo nos tratamentos dentro de cada periodo de coleta, de acordo com o teste de
Scott-Knott (p< 0,05).
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Figura 4 - Atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX), em folhas de
plantas de soja, submetidas a diferentes tratamentos com eliciadores
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Legenda: Letras mailsculas diferentes indicam variacdo estatistica nos periodos de
coleta dentro de cada tratamento, enquanto as letras mindsculas diferentes indicam
variacdo nos tratamentos dentro de cada periodo de coleta, de acordo com o teste de
Scott-Knott (p< 0,05).

Todos os tratamentos proporcionaram elevacdo nos niveis H,O,, em
relagdo a testemunha. A interacdo MeJA/quitosana proporcionou um acimulo de
H,O, com inicio tardio, sendo valor maximo observado 8 DAA, enquanto os
menores niveis de H,O, foram atingidos no Ultimo periodo de avaliagdo
(FIGURA5).
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Figura 5 - Concentracdo de perdxido de hidrogénio em folhas de plantas de
soja, submetidas a diferentes tratamentos com eliciadores
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Legenda: Letras mailsculas diferentes indicam variacdo estatistica nos periodos de
coleta dentro de cada tratamento, enquanto as letras mindsculas diferentes indicam
variagdo nos tratamentos dentro de cada periodo de coleta, de acordo com o teste de
Scott-Knott (p< 0,05).

Os niveis de peroxidacdo lipidica foram expressos em contetdo de
malonaldeido (MDA), sendo que, 0s mesmos elevaram gradativamente com o
decorrer dos periodos de avaliacdo. O tratamento com MeJA garantiu 0s
menores niveis de peroxidacdo na Ultima avaliagdo, comportando-se de forma
semelhante a testemunha (FIGURA 6).

Com relagdo a influéncia dos eliciadores no metabolismo fendlico, pode
ser observado que a atividade da fenilalania aménia liase (PAL) nas plantas

eliciadas, foi influenciada pelos tratamentos. A interagdo MeJA/quitosana
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proporcionou a atividade mais elevada entre os tratamentos, 2 DAA. A
quitosana conferiu alta atividade por um periodo maior de tempo, decaindo 11
DAA. Na ultima avaliagdo, os tratamentos apresentaram valores semelhantes,
contudo superiores a testemunha (FIGURA 7).

Figura6- Niveis de peroxidacdo lipidica expresso pelo conteddo de
malondialdeido (MDA), em folhas de plantas de soja, submetidas a
diferentes tratamentos com eliciadores
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Legenda: Letras mailsculas diferentes indicam variacdo estatistica nos periodos de
coleta dentro de cada tratamento, enquanto as letras mindsculas diferentes indicam
variagdo nos tratamentos dentro de cada periodo de coleta, de acordo com o teste de
Scott-knott (p<0,05).
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Figura 7 - Atividade da enzima Fenilalanina aménia liase (PAL), em folhas de
plantas de soja, submetidas a diferentes tratamentos com eliciadores
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Legenda: Letras mailsculas diferentes indicam variacdo estatistica nos periodos de

coleta dentro de cada tratamento, enquanto as letras minusculas diferentes indicam

variacdo nos tratamentos dentro de cada periodo de coleta, de acordo com o teste de
Scott-knott (p<0,05).

O tratamento que conferiu menor severidade da doenga causada pela E.
diffusa, foi a interagdo MeJA/quitosana, onde foi possivel observar
intensificacdo da infestacdo, na oitava avaliagdo, ou seja, 15 dias ap06s aplicacao
dos tratamentos. Resultados semelhantes podem ser observados quando MeJA e
quitosana foram aplicados de forma isolada, entretanto esses suprimiram a
infestacdo apenas até a sétima avaliacdo, seguida de uma réapida elevagdo da
severidade. Ao compararmos com a testemunha, esse aumento da severidade,
deu-se na quarta avaliacdo, apresentando elevacao linear em funcéo do tempo. A

menor severidade atingida pelos tratamentos podem ser observadas, quando se
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avalia a AACDP, os menores indices foram obtidos pela interacdo
MelJa/quitosana, seguida pela aplicacdo individual dos eliciadores (FIGURAS 8
e9).

Figura 8 - Curvas de progresso da E. diffusa em plantas de soja, expresso em
porcentagem de area foliar lesionada em funcdo do tratamento
eliciador e o periodo de avaliacdo
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Legenda: A seta representa 0 momento da aplicacdo dos tratamentos eliciadores, no
estadio fenolégico V5.
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Figura 9 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para
severidade de E. diffusa, em plantas de soja submetidas a aplicacdo
de eliciadores
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Legenda: Letras diferentes indicam variacdo estatistica entre os tratamentos pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05).
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4 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que a interagdo entre
MeJA/quitosana poderd resultar em maior resisténcia ao patégeno oidio em
plantas de soja devido ao aumento da atividade das enzimas do sistema
antioxidante e do metabolismo fendlico, sendo esses considerados importantes
para a protecdo da planta aos ataques de patégenos, atuando assim como
minimizadores dos danos oxidativos.

A enzima antioxidante SOD é uma metaloproteina que catalisa a
dismutacdo do O, em H,0,, desempenhando um papel central na defesa contra
0 estresse oxidativo (FORTUNATO et al., 2015). A enzima APX é um
componente central do ciclo ascorbato-glutationa e apresenta um papel essencial
no controle dos niveis intracelulares de EROs, catalisando a reducdo do H,0, a
agua. Esta enzima é considerada como uma das enzimas antioxidantes mais
amplamente distribuidas em células de plantas, e com a maior afinidade e
especificidade para o H,O, em relacdo a CAT que é considerada uma
eliminadora eficiente de EROs, sob condi¢cdes adversas tais como ataque de
patégenos (FOYER e NOCTOR 2011; SHARMA et al., 2012) .

Ao analisar a atividade dessas enzimas sob as condi¢des que as plantas
de soja foram expostas, observou-se que a interacdo entre MeJA/quitosana
proporcionou um aumento inicial da resposta das enzimas analisadas na
presenca do agente patogénico oidio, sendo que os demais tratamentos impostos
de forma isolada, também proporcionaram elevacdes na atividade dessas
enzimas. Este aumento é frequentemente correlacionado com uma maior
tolerancia das plantas ao ataque de patdégenos, uma vez que essas enzimas Sao
capazes de estabilizar as membranas, diminuindo a sua fluidez, o que acarretaria
uma reducdo na mobilidade dos radicais livres na bicamada lipidica, resultando
inibicdo da peroxidacdo lipidica devido a um abrandamento nas reacGes desses

radicais, diminuindo assim os danos oxidativos ocasionados pela presenca do
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agente patogénico (FOYER e NOCTOR, 2011; DEBONA et al,
2012).Resultados semelhantes foram obtidos em aplicacfes de quitosana, MeJA
e sua interagdo em plantas contra o ataque de patégenos (ZENG; LUI, 2012;
FORTUNATO et al., 2015; DOM et al., 2013).

A via do fenilpropandide caracteriza-se, como uma importante via do
metabolismo secundario em plantas, pelo fato de ser responsavel pela producao
de uma variedade de compostos fendlicos com fungdes estruturais, assim como
de defesa. A PAL é uma enzima chave desta via e esta diretamente envolvida na
sintese de fenois, fitoalexinas e lignina, compostos estes associados com 0s
processos de resisténcia (DOM et al., 2013). No presente estudo, esta enzima
apresentou um aumento inicial de sua atividade, quando as plantas de soja foram
expostas ao tratamento conjunto de MeJA/quitosana. Essa resposta se deve ao
fato de que a quitosana, apresenta elevado potencial de ativacdo de genes
relacionados a defesa através da via dos octadecanoides, diretamente relacionado
a sintese de MeJA. Sendo assim, a interacdo entre ambos o0s elicadores conduz a
um efeito sinérgico, aumentando as respostas de defesa contra o oidio.
Corroborando com estudos realizados com plantas de Solanum lycopersicum,
expostas a ao fungo Alternaria alternata, e sinalizadas pela interacdo entre
ambos os elicliadores, observou-se um aumento da atividade desta enzima. Ao
analisar a inducdo da atividade desta enzima, quando as plantas foram expostas
aos tratamentos isoladamente, observou-se que estes proporcionaram uma
intensificacdo da atividade desta enzima, uma vez que quitosana assim como
MeJA sdo ativadores das rotas de defesa. Respostas similares foram obtidas em
estudos realizados com Musa spp., Begonia hiemalis, na presenca dos fungos
Fusarium oxysporum e Botrytis cinerea, respectivamente (DOM et al., 2013;
CHEN et al., 2016).

O H,0, caracteriza-se por apresentar dupla funcdo, como sinalizador

oxidativo e como agente de estresse oxidativo. Estas respostas diretamente
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relacionadas a proporcdo de peréxido presente, ou seja, este tende a estar
envolvido nas fases iniciais da resposta de resisténcia das plantas e pode ser
induzido por uma variedade de eliciadores. Assim, a acumulacdo desta ERO &
reconhecida como um sinal que ativa outras reagcbes de defesa. Na presente
investigacdo, o nivel de H,0, sofreu uma elevagdo seguida de uma queda no
altimo dia de analise, sendo que os eliciadores, em todas as suas formas de
aplicacdo, proporcionaram uma influéncia significativa nos resultados. Efeitos
semelhantes foram relatados quando plantas de S. lycopersicum foram
infectadas com B. cinerea, onde foi observada uma rapida elevacao dos niveis de
H,O, induzida pela aplicagdo de MeJA. A aplicacdo de quitosana promoveu
resultados semelhantes em plantas de G. max reduzindo a gravidade da doenca
causada por B. cinerea, assim como através da interacdo entre estes eliciadores
aplicados em S. lycopersicum infectadas por A. alternata (XING; ZHU; PENG,
2015; CHEN et al., 2014).

Malondealdeido (MDA), um produto da decomposicao de acidos graxos
poliinsaturados, é reconhecido como um indicador da peroxidacdo lipidica. Um
aumento da concentracdo deste sugere que as plantas estdo sob condicdo de
estresse oxidativo, o que poderé resultar em lesGes na membrana, assim como a
necrose do tecido (DEBONA et al., 2012). No presente estudo realizado, o teor
de MDA sofreu aumento ao longo dos dias apds a aplicacdo dos eliciadores,
sendo que os tratamentos apresentaram um efeito benéfico na presente situacao.
Em plantas expostas a eliciadores, observou-se que estes tendem a alterar a
porcentagem de acidos graxos nas membranas de tecidos das plantas, reduzindo
assim a chance destas serem alvo de radicais livres (DOM et al.,2013). O notavel
aumento da atividade das enzimas antioxidantes analisadas, SOD, CAT, APX,
assim como da enzima PAL, quando as plantas de soja foram submetidas a
eliciadores, apresentaram uma relacdo com o nivel de peroxidagdo lipidica,

provavelmente esses resultados condizem com a atuacdo das enzimas de manter
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as funcBes fisioldgicas normais, quando as plantas estdo sob o ataque de
patégenos. Desta maneira, os resultados obtidos mostram que o sistema
antioxidante desempenhou um papel central na protecdo das células das plantas
contra os danos oxidativos provocados pelo oidio, e os eliciadores aplicados,
apresentaram um efeito benéfico na inducdo de resisténcia. Assemelhando-se
aos resultados obtidos quando plantas de G. max, Musa spp. e S. lycopersicum
foram expostas a condigdes similares, onde foi observado um retardamento da
sintese de MDA por aplicacdo de MeJA, quitosana e sua interacdo (AFTAB et
al., 2010; DOM et al., 2013).

A quitosana € um polimero policatiénico com elevada quantidade de
grupamentos amino reativos em sua estrutura é capaz de ser protonado e
assim carregar cargas positivas. Tais caracteristicas credenciam-no a reprimir
0 desenvolvimento de agentes patogénicos, através da inibi¢cdo da germinagéo
dos esporos e do desenvolvimento do tubo germinativo, retardando o processo
de infeccdo. A presenca dessas cargas confere elevada afinidade por lipidios de
membrana, que apresentam grupamentos anidnicos expostos, bem como
proteinas e glicoproteinas carregadas negativamente, formando ligacoes,
designadas como ligacdes eletrostéticas (PARK et al., 2008). Essa intera¢do com
as cargas negativas da superficie da membrana aumenta a sua permeabilidade,
conduzindo ao extravasamento de substancias intracelulares, culminando na
deficiéncia de atividades vitais do patdégeno (XING; ZHU; PENG, 2015). Em
Aspergillus fumigatus, B. cinerea, Aspergillus parasiticus, Fusarium oxyporum,
Fusarium solani e Penicillium verrusosum, essa interacdo eletrostatica entre a
quitosana e a membrana proporcionou 0 controle desses agentes patogénicos
(PARK et al., 2008).

Sendo E. diffusa um patégeno biotréfico, os resultados obtidos por meio
da analise de severidade, condiz com o comportamento observado por meio das

analises enzimaticas e ndo enzimiticas. A aplicacdo sequencial de
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MeJA/quitosana, provoca uma resposta de defesa viavel contra o oidio em
plantas de G. max, podendo este comportamento estar associado a elevacao das
atividades de defesa da planta, e ainda ao efeito direto da quitosana na inibicao

da germinagéo e desenvolvimento dos esporos.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram o elevado
potencial do MeJA e quitosana em induzir a ativagdo das principais enzimas do
sistema antioxidante e da biossintese de fenois. Destaque para o efeito sinérgico
entre eles, uma vez que a aplicagdo combinada dos eliciadores provocou um

atraso na infecgdo por oidio em plantas de soja.



64



65

REFERENCIAS

AFTAB, T. et al. Role of salicylic acid in promoting salt stress tolerance and
enhanced artemisinim production in Artemisia annua L. Journal of Plant
Growth Regulation, New York, v.30, n.4, p.425-435, December, 2011.

BIEMELT, S. et al. Re-aeration following hypoxia or anoxia leads to activation
of the antioxidative defense system in roots of wheat seedlings. Plant
Physiology, Rockville, v. 116, n. 2, p. 651-658, 1998.

BRADFORD, M.N. A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein dye binding.
Anual Biochemistry, v.72 p.248-254, 1976.

BUEGE, J. A;; AUST, S. D. Microsomal lipid peroxidation. Methods in
Enzimology, New York, v. 52, p.302-310, 1978.

CHEN, Y. ET AL. Acombination of chitosan and chemical fertilizers inproves
growth and disease resistance in Begonia x hiemalis Fotsch. Horticultural
Science and Springer, Madison, v. 57, n.1, p.1-10, February, 2016.

COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO —~CONAB.
Acompanhamento as safra brasileira de grdos, SAFRA 2013/2014.
Observatorio Agricola. V.1, n.9, p. 1-80. Junho 2015.

DEBONA, D. ET AL. Biochemical changes in the leaves of wheat plants
infected by Pyricularia oryzae. Phytopathology, Davis, v.102, n.12, p. 1121-
1129, December, 2012.

DELANO-FRIER, J.P. Systemic wound signaling in plants, Long-distance
systemic signaling and communication in plants. Rockville, v.19, n.5, p. 323-
362, April, 2013

EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA. Tecnologia de
producéo de soja : regido central do Brasil 2012 e 2013. Londrina: Embrapa
Soja, 2011.



66

FERREIRA, D.F. Sisvar: um sistema computacional de analise estatistica.
Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v.35, n.6. 2013.

FORTUNATO, A A. et al. Changes in the antioxidant system in Soybean leaves
infected by Corynespora cassiicola. Biochemistry and Cell Biology, Davi,
v.105, n.8, p.1050-1058, August, 2015

FOYER, C.H., NOCTOR, G. Ascorbate and glutathione: the heart of the redox.
Plant Physiology, Rockville, v.155, p.2-18, 2011.

GIANNOPOLITIS, C.N.; RIES,S.K. Superoxido dismutases: I. ccurrende in
higher plants. Plant Physiology, Rocheville, v.59,n.2,p. 309-314, 1977.

HAVIR,E.A.; MC HALE,N.A. Biochemical and developmental characterization
of multiple forms of catalase in tobacco leaves. Plant Physiology, Rocheville,
v.84, n.2, p.450-455, 1987.

KATIYAR, D., HEMANTARANJAN, A., SINGH, B. Chitosan as a promising
natural compound to enhance potential physiological responses in plant: a
review. Indian Journal of Plant Physiology, v. 20, n.1, p.1-9, February, 2015.

MATTIAZZI, P. Efeito do oidio (Microsphaera diffusa Cooke & Peck) na
producéo e duracéo da area foliar sadia da soja. 2003. Dissertacdo
(Mestrado)—Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Piracicaba, 2003.

MELO, L. J. V et al. Crescimento e producao de fava em funcéo de laminas de
irrigacdo e densidade de plantio. Revista Tecnologia e Ciéncia Agropecuaria,
Lavras, v. 3, n. 2, p. 37-41, 2014.

MINOLTA CAMERA LTDA. Manual for chlorophyll meter spad 502.
Osaka: Radiometric Instruments Division, p.22, 1989.

NAKANO, Y.; ASADA, K. Hydrogen peroxide is scavenged by ascorbato-
specific peroxidase in spinach chloroplasts. Plant and Cell Physiology, Oxford,
v. 22, n.5, p. 867-880, 1981.



67

OLIVEIRA, M.D.M.; VARANDA, C.M.R.; FELIX, M.R.F. Induced resistance
during the interaction pathogen x plant and the use of resistance
inducers.Phytochemistry Letters, Amsterdam, v.15, p.152-158, March, 2016.

PRAPAGDEE, B. et al., The role of chitosan in protection of soybean from
sudden death syndrome caused by Fusarium solani F. SP. Glycines. bioresour.
Technology, San Diego, v.98, p.1353-1358, 2007.

PARK, Y. et al. Investigation of the antifungal activity and mechanism of action
of LMWS-chitosan. Journal of Microbiology and Biotechnology, Korea, v.18,
n.10, p.1729-1734, June, 2008.

RANI, P.U., PRATYUSHA, S. Defensive role of Gossypium hirsutum L.
antioxidative enzymes and phenolic acids in response to Spodoptera litura.
Journal of Asia-Pacific Entomology, Korean, v.16, n.2, p.131-136, June 2013

SCOTT, A. J.; KNOTT, M. A cluster analysis method for grouping means in the
analysis of variance. Biometrics, Washington, v. 30, n. 3, p. 507-512, 1974.

SHAMH, J. et al. Signaling by small metabolites in systemic acquired resistance.
The Plant Journal, Hoboken, v.79, n.4, p. 645-658, August, 2014.

SRIVASTAVA, P. Saccharin-indunced systemic acquired resistance against rust
(Phakopsora pachyrhizi) infection in soybean: Effects on growth and
development. Crop Protection. v.30, n.6, p.726-732. 2011.

STAHL, E., et al. Regulatory and functional aspects of indolic metabolism in
plant systemic acquired resistance.Molecular plant, Germany,v.9, p. 662-681,
May 2016.

VELIKOVA, V.; YORDANOV, |.; EDREVA, A. Oxidative stress and some
antioxidant systems in acid rain-treated bean plants: protective role of exogenous
polyamines. Plant Science, v. 151, n. 1, p. 59-66, 2000.

XING, K. et al. Chitosan antimicrobial and eliciting properties for pest control in
agriculture: a review. Agronomy for Sustainable Developmente, France, v. 35,
p. 569-588, April, 2015.



68

ZENG, K.F., et al. Induction of disease resistance and ROS metabolism in navel
oranges by hitosan. Science Horticultural, The Netherlands, v.126, n.2 p. 223-
228, September, 2012.

ZUCKER, M. Induction of phenylalanine deaminase by ligth and its relation to
chlorogenic acid synthesis in potato tuber tissue. Plant physiology. Rockville,
v.40, n.5, p. 779-784. September 1965.



69

CAPITULO 3 RESPOSTAS ECOFISIOLOGICAS EM PLANTAS DE
SOJA ELICIADAS POR METIL JASMONATO E QUITOSANA
INFECTADAS POR ERYSIPHE DIFFUSA

RESUMO

A soja ocupa posicdo de destague na economia brasileira e mundial, caracteriza-
se como uma cultura de grande importancia socioecondmica devido a seus
maltiplos usos. O agente patogénico Erysiphe diffusa, causador do oidio na
cultura da soja, caracteriza-se por ser uma doenca altamente agressiva, e pode
limitar sua producdo. A utilizacdo de indutores de resisténcia para protecdo das
culturas destaca-se como uma alternativa viavel para maximizar a defesa das
plantas. Metil jasmonato (MeJA) e quitosana, apresentam potencial uso como
indutores de resisténcia por meio de sua acéo eliciadora. Estes que regulam as
trocas gasosas, causando alteracdes na atividade fotossintética. A fim de
compreender o comportamento da inducdo mediada pelos eliciadores, o presente
estudo busca elucidar a viabilidade da acdo da quitosana e MeJA assim como a
sua interacdo na inducdo de resisténcia em plantas de soja, infeccionadas por E.
diffusa, através de avaliacGes ecofisioldgicas (fotossintese, transpiracdo e
condutancia estomatica), teores relativos de clorofila e sua relagdo com a
severidade da doenca. O experimento foi conduzido em casa de vegetacio,
sendo a soja infectada naturalmente por meio do contato com plantas
sintomaticas. As plantas foram conduzidas até estadio fenoldgico V5, quando
receberam aplicacdo dos tratamentos eliciadores (MeJA 1,25 mM, quitosana 3
mg/mL, MeJA/quitosana e controle com agua destilada). Apos aplicacéo, foram
feitas 4 coletas para as avaliacbes (2, 5, 8 e 11 dias apds aplicacdo). A
severidade do oidio foi avaliada ap6s o inicio da infeccdo, com os dados obtidos
calculou-se a éarea abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD). Os
tratamentos causaram alteracfes nas trocas gasosas, mas mantiveram os teores
de clorofila. Essas alteragcbes diminuiram o potencial de infeccdo do oidio
atrasando a intensificagdo da severidade da doenga. Destaca-se o efeito da
interacdo MeJA/quitosana que retardou o aumento da infestagdo até 15 dias ap0s
aplicacao.

Palavras-chave: Trocas gasosas. Fotossintese. Inducdo de resisténcia.
eliciadores.
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ABSTRACT

Soybean has a prominent position in the Brazilian and global agribusiness,
characterized as a culture of great socioeconomic importance due to its multiple
uses. Pathogenic agent Erysiphe diffusa, which causes powdery mildew in
soybean culture, is characterized as a highly aggressive disease, and can limit its
production. The use of resistance inducers for culture protection is a feasible
alternative for maximizing plant defense. Methyl jasmonate (MeJA) and
chitosan have the potential for use as resistance inducers by their eliciting action.
They regulate gas exchange, causing changes in photosynthetic activity. In order
to understand the behavior of induction mediated by these elicitors, this study
seeks to elucidate the feasibility of using chitosan, MeJA and their interaction in
inducing soybean plant resistance, in plants infected by E. diffusa, by means of
ecophysiological evaluations (photosynthesis, transpiration and stomata
conductance), relative contents of chlorophyll and its relation with disease
severity. The experiment was conducted in greenhouse, where the soybean
plants were naturally infected by symptomatic plants. The plants were conducted
to the V5 phonological stage, when they received the treatments with the
elicitors (MeJA 1.25 mM, chisotan 3 mg/mL, MeJA/chitosan combination and a
control with distilled water). After the application, four collections (2, 5, 8 and
11 days after application) were performed for the evaluations. Powdery mildew
severity was evaluated after the beginning of infection, and with the data
obtained, we calculated the area under the disease progression curve (AUDPC).
The treatments caused changes in gas exchange, but maintained the contents of
chlorophyll. These changes decreased the potential of infection by powdery
mildew, delaying the intensification of disease severity. We highlight the effect
of the MeJA/chitosan interaction, which delayed the increase of the disease in up
to 15 days after application.

Keywords: Gas exchange. Photosynthesis. Resistance induction. Elicitors.
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1 INTRODUCAO

A soja ocupa posicdo de destaque na economia brasileira e mundial, pelo
fato de ser uma cultura de grande importancia socioeconémica, pelo seu
potencial produtivo e também por seus multiplos usos (CONAB, 2015). Entre os
fatores que limitam e reduzem a produtividade da soja, as doencas tém se
destacado como um dos principais causadores, contribuindo com o aumento dos
custos de producao e sendo responsaveis por redugdes em sua produtividade.

Dentre as doengas que afetam a cultura, o oidio da soja, cujo agente
etioldgico é o fungo Erysiphe diffusa caracteriza-se por ser uma doenca
altamente agressiva que pode limitar a producdo da soja, em condicdes de clima
favoravel. O controle desta é realizado, principalmente, com fungicidas
quimicos, com relatos de populacdes de patdgeno resistentes a estas moléculas,
bem como de impactos negativos ao ambiente e a saude publica, diante disso, €
necessario que novos métodos de controle sejam desenvolvidos (MELO et al.,
2014). Entre esses, destaca-se a utilizacdo de indutores de resisténcia que atuam
como indutores de respostas de defesa nas plantas.

Metil jasmonato (MeJA) e quitosana apresentam uso potencial como
indutores de resisténcia por meio de sua ac¢do eliciadora. Estes podem regular as
trocas gasosas, causando alteracGes na atividade fotossintética liquida (EL
HADRAMI, et al., 2010). Nesse contexto, o papel do metabolismo primario
durante a interagdo planta patdgeno é para manutencdo da homeostase dos
requisitos energéticos celulares para as respostas de defesa da planta. Essa
energia é critica durante a execugéo de respostas de protecdo, devido a expressdo
de centenas de genes de multiplas vias relacionadas aos mecanismos de defesa.
Uma provavel regulagdo negativa da fotossintese alivia 0 gasto energético
associado a regulacdo positiva de outras vias que fornecem essa energia, tal

como o metabolismo secundario (ROJAS, et al., 2014).
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O presente estudo investigou as alteragdes ecofisiolgicas em plantas de
soja submetidas a aplicagdo de MeJA, quitosana, e sua interacdo, a partir do
metabolismo primario, através das trocas gasosas e o teor relativo de clorofila,
sob a exposicdo ao agente patogénico E. diffusa.
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2 MATERIAL E MEDODOS
2.1 Condugéo do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do setor de
Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Lavras (UFLA). As avaliacOes ecofisiologicas foram realizadas utilizando-se da
infraestrutura do Laboratério de Ecofisiologia de Plantas.

Foram utilizadas plantas de soja da cultivar NA5909. Quatro sementes
dessa cultivar foram semeadas em vasos plasticos contendo 5 Kg de solo
peneirado e misturado com areia, na propor¢do 2:1, deixando-se desenvolver 3
plantas por vaso, num total de 80 vasos, sendo as plantas conduzidas até o
estadio fenoldgico V5, seguindo as recomendacdes tecnoldgicas de producdo de
soja (EMBRAPA, 2011).

2.2 Aplicacgdo dos produtos

Quando as plantas atingiram estadio fenolégico V5, receberam a
aplicacdo via foliar de quatro tratamentos distintos: quitosana, MeJA, interacdo
entre os eliciadores (MeJA/quitosana), e uma testemunha (agua destilada e
espalhante adesivo). Para o tratamento controle foi utilizado agua destilada e
polioxietileno alquilfenol éter a 0,5% (lharaguen-s®), um espalhante foliar
adesivo. O MelJA foi utilizado na concentracdo de 1,25 mM preparado com o
mesmo espalhante adesivo, assim como a quitosana na concentracdo de 3
mg/mL, preparada em &cido acético 0,5% (CH;COOH) , cuja solugdo
permaneceu sob agitagdo constante “overnight” (PRAPAGDEE et al., 2007).
Na interacdo dos produtos MeJA/quitosana estes foram aplicados de maneira
sequencial, sem realizagdo de mistura prévia, onde primeiramente aplicou-se a
quitosana, e logo em seguida 0 MeJA, com o auxilio de um pulverizador manual
tipo spray, até cobertura total das plantas. Ap6s aplicacdo, todos os vasos foram

cobertos com sacos plasticos transparentes por 24 h para evitar a sinalizagdo das
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plantas vizinhas. As plantas submetidas ao MeJA, além de cobertas, foram
levados a uma casa de vegetacdo distinta, com as mesmas condigcdes de
temperatura, umidade e luminosidade, por um periodo de 24 h, no intuito de
evitar a inducdo dos demais tratamentos e das plantas controle, uma vez que o

MeJA é conhecido por ser um fitorregulador volatil (SEO et al.,2001).
2.3 Infeccdo das plantas por Erysiphe diffusa

Utilizou-se inoculo natural proveniente de plantas de soja exibindo
sintomas e sinais tipicos de oidio, distribuidas uniformemente proximas as
plantas teste. A introducdo dos vasos contendo plantas infectadas, na casa de
vegetacdo, ocorreu quando as plantas sadias encontravam-se no estadio

fenoldgico V3.
2.4 Variaveis analisadas

As variaveis analisadas foram: analises de trocas de gasosas, teor
relativo de clorofila e avalia¢do da severidade do oidio.

Para as avaliacGes foram utilizadas folhas em estadio fenldgico V5. As
trocas gasosas [taxas de fotossintese, transpiracdo e condutancia estomatica],
foram realizadas com o auxilio do analisador portatil de CO, a infravermelho
(IRGA) da ADC Bioscientific Ltda. modelo LCPro +, entre os horarios de 8 h as
10 h, periodo considerado de elevada atividade fotossintética. Foi realizada uma
leitura por planta, tomando-se o foliolo central das folhas. O indice de clorofila
foi determinado pelo aparelho clorofilémetro portatil atLEAF+, onde foram
realizadas 6 leituras por trifélio por planta, sendo duas leituras por foliolo.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualisado (DIC) em
esquema fatorial 4 x 4, sendo 4 tratamentos (quitosana , MeJA, MeJa/quitsona e
uma testemunha), 4 periodos de coleta, 2, 5, 8 e 11 dias ap0és a aplicacdo (DAA),
com cinco repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia
utilizando-se o programa estatistico SISVAR 4.3 (FERREIRA, 2013). As
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médias entre os tratamentos foram submetidas ao teste de Scott e Knott (1974), a
0,05 de probabilidade ( p <0,05).

2.5 Avaliagdo da severidade do Oidio da soja

As avalicOes de severidade da E. diffusa, foram realizadas segundo a
escala diagramatica de Matiazzi (2003) (FIGURA 1), tendo inicio quando as
plantas apresentaram os primeiros sintomas da infeccdo, no estadio fenoldgico
V4. Foram realizadas 9 avaliagGes, com intervalos de 3 dias entre elas. A Gltima
avaliacdo ocorreu 18 dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos eliciadores. Com 0s
dados obtidos calculou-se a area abaixo da curva do progresso da doenca
(AACPD) usando a equagdo (SHANER e FINNEY, 1977):

n-1
AACPD =X [(yi +yi+1)x 0,5 ] [ti+1 —ti]
i
Onde:
n = nmero de avaliacoes;
yi = intensidade da doenca na i-ésima avaliacao;

ti = tempo no momento da i-ésima avaliagéo.
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Figura 1 - Escala diagramatica para severidade do oidio da soja, causado por E.
diffusa

20.14%

Fonte: MATTIAZZI, 2003.
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3 RESULTADOS

Os tratamentos eliciadores ndo ocasionaram elevacdo dos teores
relativos de clorofila, entretanto conferiram a eles estabilidade nos teores. A
testemunha apresentou redugdo em seus niveis a partir de 5 dias ap6s aplicagao
dos eliciadores (DAA) (FIGURA 2).

A taxa fotossintética das plantas de soja submetidas a aplicacdo de
eliciadores foram impactadas positivamente pela aplicacdo dos mesmos, sendo a
interacdo MeJA/quitosana o tratamento que proporcionou atividade mais
significativa, pode ser observada esta resposta a partir de 2 DAA, seguida de
decréscimo aos 8 DAA. Os demais tratamentos, tais como quitosana e MelA
comportaram-se de forma semelhante, porém, menos intensa. A atividade
fotossintética da testemunha manteve-se a baixo dos valores encontrados para 0s

tratamentos eliciados, e constante ao longo dos dias ap6s aplicacdo (FIGURA 3).
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Figura 2 - Teor relativo de clorofila em plantas de soja submetida a diferentes
tratamentos com eliciadores
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Legenda: Letras mailsculas diferentes indicam variacdo estatistica nos periodos de

coleta dentro de cada tratamento, enquanto as letras mindsculas diferentes indicam

variacdo nos tratamentos dentro de cada periodo de coleta, de acordo com o teste de
Scott-Knott (p< 0,05).
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Figura 3 - Taxa de fotossintese liquida em plantas de soja submetida a diferentes
tratamentos com eliciadores

1 -
° H MeJA/Quitosana
Aa MeJA

14 1 [ Quitosana

Ba [ Testemunha

12 A

10 4

Fotossintese Liquida (mmol CO» m2 S'l)
[ee]

2 5 8 11

Dias apos aplicacao
Legenda: Letras mailsculas diferentes indicam variacdo estatistica nos periodos de
coleta dentro de cada tratamento, enquanto as letras mindsculas diferentes indicam
variagdo nos tratamentos dentro de cada periodo de coleta, de acordo com o teste de
Scott-Knott (p< 0,05).

Houve um decréscimo da transpiracdo ao longo dos periodos avaliados.
De maneira geral, todos os tratamentos, com eliciadores, proporcionaram
maiores taxas transpiratdrias, 2 DAA (FIGURA 4).

Foi observada redugdo da conduténcia estomatica ao longo dos dias apds
aplicacdo dos eliciadores. A interacdo MeJA/quitosana proporcionou 0s maiores
valores entre. Ressalta-se que, os tratamentos aplicados isoladamente conferiram
elevadas taxas de condutancia estomatica, porém foram menos expressivas
quando comparadas com a interacdo. Pode ser observado que aos 8 DAA, todos

os tratamentos atingiram valores semelhantes (FIGURA 5).



80

Figura4 - Taxa de transpiracdo em plantas de soja submetida a diferentes
tratamentos com eliciadores
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Legenda: Letras mailsculas diferentes indicam variacdo estatistica nos periodos de
coleta dentro de cada tratamento, enquanto as letras mindsculas diferentes indicam

variacdo nos tratamentos dentro de cada periodo de coleta, de acordo com o teste de
Scott-Knott (p< 0,05).
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Figura5- Taxa de condutancia estomatica em plantas de soja submetida a
diferentes tratamentos com eliciadores
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Legenda: Letras mailsculas diferentes indicam variacdo estatistica nos periodos de
coleta dentro de cada tratamento, enquanto as letras minusculas diferentes indicam
variacdo nos tratamentos dentro de cada periodo de coleta, de acordo com o teste de
Scott-Knott (p< 0,05).

O tratamento que conferiu menor severidade do oidio dentro do periodo
avaliado, foi a interacdo MeJA/quitosana. Foi possivel observar intensificagdo
da infestacdo, por &rea foliar, apenas na oitava avaliagdo, ou seja, 15 dias apds
aplicacdo dos tratamentos. Resultados semelhantes podem ser observados
guando MeJA e quitosana foram aplicados de forma isolada, entretanto esses
suprimiram a infestacdo somente até a sétima avaliagcdo, seguida de uma réapida
elevacdo da severidade. Ao compararmos com a testemunha, esse aumento da
severidade, deu-se na quarta avaliacdo, apresentando elevacgdo linear em funcéo

do tempo. Com base nos dados da AACPD pode-se observar que, 0S menores
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indices da doenca foram obtidos pela interagdo MeJA/quitosana, seguida pela

aplicacdo individual dos eliciadores (FIGURAS 5 e 6).

Figura 6 - Curvas de progresso da E. diffusa em plantas de soja, expresso em
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Legenda: A seta representa 0 momento da aplicagdo dos tratamentos eliciadores, no
estadio fenolégico V5.
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Figura 7 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para
severidade de E. diffusa, em plantas de soja submetidas a aplicacdo
de eliciadores

120 -~
HE MeJA/Quitosana
MeJA
100 A I Quitosana A
1 Testemunha T
80 l
o
o
(@) 60
<
<
40 -
20 A
0

Tratamentos

Legenda: Letras diferentes indicam variaco estatistica entre os tratamentos pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05).
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4 DISCUSSAO

As plantas sdo constantemente expostas ao ataque de patégenos, como
resultado, elas tém desenvolvido intricados mecanismos para reconhecer e
defender-se dos danos ocasionados. Uma dessas respostas de defesa é a
regulacdo negativa da fotossintese, tal como foi observado na presente
investigacdo. Sugere-se que esta regulacdo negativa do metabolismo primario,
atua como um desvio do mesmo, modulando assim uma cascata de transdugéo
de sinal que levara a respostas de protecdo, por aumentar a expressao de genes
relacionados a defesa e a producdo de metabdlitos secundarios em plantas
(ROJAS et al, 2014). MeJA e, quitosana, e sua interacdo, provocaram
fechamento estomatico, e diminuicdo das demais trocas gasosas analisadas,
sugerindo assim, que esses eliciadores podem intensificar as respostas de defesa
contra o ataque do agente patogénico E. diffusa, porém redugbes das taxas
fotossintéticas também foram observadas.

A capacidade de reduzir a abertura estomatica ou de reduzir a
condutancia estomatica, mediada pela aplicacdo de quitosana, € frequentemente
associada a uma elevacdo nos contetdos intracelulares de ABA. Uma vez que, a
enzima chave na biossintese desse fitohormdnio, a 9-cis epoxycarotenoide
dioxigenase, na via dos carotenoides, é regulada positivamente pela aplicacdo
desse polimero. Dessa forma, o fechamento estomético observado é dependente
de ABA (IRITI, et al., 2010). Essa regulagdo da abertura estomética promovida
pela quitosana poderia proporcionar maior eficiéncia no uso da agua, quando
comparado as plantas ndo sinalizadas, e por consequéncia, regular positivamente
as trocas gasosas. Em estudos realizados com plantas de soja, milho, quiabo e
arroz, essa regulacdo permitiu elevacdo na atividade fotossintética (EL-
TANTAWY et al,  2009; MONDAL e PUTEH, 2013;
THEERAKARUNWONG E PHOTHI, 2016). Além disso, a elevacdo observada

na fotossintese, muitas vezes é relacionada ao aumento nos teores de clorofila
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(MONDAL, et al., 2012). Mesmo que no presente estudo nédo tenha ocorrido
alteracOes nos teores relativos de clorofila, € valido ressaltar que os mesmos
mantiveram-se constantes durante todo o periodo avaliado, diferente das plantas
testemunhas que sofreram reducdes, sugerindo que a quitosana influenciou a
manutencdo dos niveis de clorofila.

A aplicacdo de MeJA quando comparado as testemunhas, apresentou
manutencdo de maiores valores para taxa fotossintética liquida, e das demais
trocas gasosas analisadas. Esses resultados advém do envolvimento deste
fitohbrmino na sinalizacdo direta de defesa através da ativagdo das enzimas
antioxidantes, proporcionando protecdo ao aparato fotossintético (BILGIN et al.,
2010). Entretanto, uma reducdo das trocas gasosas € observada ao longo das
avaliacBes. Por isso, é importante salientar o papel desempenhado pelo MeJA
nas respostas de defesa contra o ataque de patdgenos, uma vez que esta que esta
fortemente associada com a fotossintese. Este fitohormdnio é sintetizado a partir
da libera¢do intracelular do acido a-linolénico, que € liberado do cloroplasto, em
uma sequencia de reacdes conhecidas como via dos octedecanoides,
correlacionando-se assim com a fotossintese, uma vez que a co-localizacdo das
reacGes fotossintéticas, encontram-se nos cloroplastos (WASTERNACK et al.,
2014). Em estudos realizados com plantas de cevada e Arabidopsis, expostas a
presenca dos fungos N. attenuata, B.cinerea assim como de MeJA, observou-se
uma diminuicdo da capacidade fotossintética pelo silenciamento de genes
relacionados a ativagdo da enzima ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase
(RUBISCO) (MITRA e BALDWIN, 2009). Esta redugdo aponta para uma
possivel conexdo entre MeJA e fotossintese por meio de respostas de defesa.

Diante do exposto, a interacdo entre MeJA/quitosana, pode potencializar
os efeitos obtidos quando aplicados isoladamente, atuando assim de forma
sinérgica. Ambos os tratamentos provocam fechamento estomatico de maneira

semelhante ao hormonio vegetal &cido abscisico (ABA), uma vez que a
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quitosana estimula sua sintese. Além disso, observou-se que a redu¢éo das trocas
gasosas, ao logo do periodo avaliado, pode estar relacionada com a severidade
da doenca, uma vez que, E. diffusa, apresenta efeito direto sobre as taxas
transpiratorias, condutancia estomatica e consequentemente taxa fotossintética
liquida, visto que os estdmatos caracterizam-se como um dos principais locais de
infeccdo do patdgeno, por meio da penetragdo direta (IGARASHI et al., 2010).
A diminuicdo da condutancia estomatica, observada na presente investigacdo,
pode estar relacionada a resposta de defesa contra o ataque do patdgeno. Por
conseguinte, afigura-se que, a fim de estabelecer um equilibrio de energia
favoravel para a protecdo, a supra regulacdo de vias relacionadas com a defesa é
compensado pela regulagdo negativa dos genes envolvidos em outras vias
metabolicas (ROJAS et al., 2014).
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5 CONCLUSAO

A atividade eliciadora de MeJA , quitosana e sua interacdo, conferiram
alteracdo negativa do metabolismo primario, levando a respostas de defesa a
E.diffusa através de metabdlitos secundarios. A partir da regulacdo das trocas
gasosas, como o fechamento estomatico e manutencdo dos teores de clorofila,

foi possivel retardar o processo de infeccdo das plantas de soja pelo oidio.



90



91

REFERENCIAS

BILGIN, D. D. et al. Biotic stress globally downregulates photosynthesis genes.
Plant, Cell and Environment, Spain, v.34, p.1597-1613, October, 2010.

COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO —CONAB.
Acompanhamento as safra brasileira de grédos, SAFRA 2013/2014.
Observatdrio Agricola. v.1, n.9, p. 1-80. Junho, 2015.

EL HADRAMI, A. et al. Chitosan in Plant Protection. Marine Drugys,
Switzerland, v.8, n.4, p. 968-987, March, 2010.

EL-TANTAWY. Behavior of tomato plants as affected by spraying with
chitosan and aminofort as natural stimulator substances under application of soil
organic amendments. Department of Plant Production (Vegetables). Pakistan
Journal of Biological Sciences. v. 12,p.1164-1173, 2009.

EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA. Tecnologia de
producéo de soja: regido central do Brasil 2012 e 2013. Londrina: Embrapa
Soja, 2011.

FERREIRA, D.F. Sisvar: um sistema computacional de analise estatistica.
Ciéncia e Agrotecnologia. V.35, n.6. 2013.

IGARASHI, S. et al.. Danos causados pela infec¢do de oidio em diferentes
estadios fenoldgicos da soja. Arquivos do Instituto Biologico, v. 77, p.245-250,
Londrina, 2010.

IRITI, M. et al. Chitosan-induced ethylene-independent resistance does not
reduce crop yield in bean. Biological Control. v.54, p.241-247, 2010.

MATTIAZZI, P. Efeito do oidio (Microsphaera diffusa Cooke & Peck) na
producéo e duracgdo da area foliar sadia da soja. 2003. Dissertacéo
(Mestrado)—Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Piracicaba, 2003.

MELO, L. J. V. Crescimento e producédo de fava em funcéo de laminas de
irrigacdo e densidade de plantio. Revista Tecnologia e Ciéncia Agropecuaria,
Jodo Pessoa, v. 3, n. 2, p. 37-41, 2014.



92

MITRA et al, RuBP Case activase (RCA) mediates growth-defense trade-offs:
silencing RCA redirects jasmonic acid (JA) flux from JA-isoleucine to methyl
jasmonate (MeJA) to attenuate induced defense responses in Nicotiana
attenuate. New Phytologist, Rockbille, v. 201, p.1385-1395, March, 2009.

MONDAL, M.M.A. & P PUTEH, AB. Effect of foliar application of chitosan on
growth and yield in indian spinach, Journal of Agroforesty and Environment,
Bangladesh, v.5, p. 99-102, 2013.

PRAPAGDEE, B. et al., The role of chitosan in protection of soybean from
sudden death syndrome caused by Fusarium solani F. SP. Glycines. bioresour.
Technology, San Diego, v.98, p.1353-1358, 2007.

ROJAS, C. M. et al, Regulation of primary plant metabolism during plant-
pathogen interactions and its contribution to plant defense. Frontiers in Plant
Science, New York, v. 5, n.17, p.1-12, February, 2014.

SCOTT, A. J.; KNOTT, M. A cluster analysis method for grouping means in the
analysis of variance. Biometrics, Washington, v. 30, n. 3, p. 507-512, 1974.

SEO, H.S. et al. Jasmonic acid carboxyl methyltransferase: a key enzyme for
jasmonate-regulated plant responses. Proceedings of the National Academy of
Sciences, Washington, v.98, n.8, p. 4788-4793, Apr. 2001.

THEERAKARUNWONG, D.C. e PHOTI, R. et al., Physiological and
photosynthesis enhancemente of Thai Rice (Oryza sativa L.) cultivars by
chitosan. International Journal of Science, Nashville, v.13, p.37-49, 2016.

WASTERNACK C. Jasmonate: na Update on Biosynthesis, Signal Transduction
and Action in Plant Stress Response, Growth and Development. Annals of
Botany, Beijing, v.100, n.4, p.681-697, May, 2014.



