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RESUMO

A ferrugem asiatica da soja, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi,
é uma doenca foliar destrutiva em quase todos os paises produtores de soja. Na
tentativa de amenizar os impactos produzidos pela doenga na soja objetivou-se
neste trabalho avaliar o efeito do jasmonato de metila na inducéo de resisténcia a
ferrugem asiatica da soja por meio da severidade da doenca e andlise temporal
da atividade das enzimas quitinase e f-1,3-glucanase, do perfil qualitativo e
guantitativo dos compostos fendlicos e trocas gasosas. Plantas de soja da cultivar
BRS 361, no estadio Vs,foram utilizadas no presente trabalho e para tanto foram
pulverizadas com agua, Tween 20 a 0,02 % e jasmonato de metila a 1,25 mM em
casa de vegetacdo. Apds 24 horas da pulverizagdo dos produtos as plantas foram
inoculadas com 1,4x10° ureddsporos/mL de Phakopsora pachyrhizi nas plantas
controle foi aplicado &gua. Pelos resultados obtidos pode se verificar que o
jasmonato de metila e Tween 20 foram eficientes em promover reducdo na
severidade da doenga. A aplicacdo de jasmonato de metila proporcionou
aumento na atividade da quitinase e $-1,3-glucanase em folhas submetidas ou
ndo a inoculacdo, independente do periodo de avaliagdo. Os compostos
daidzeina, daidzina, malonil daidzina e coumestrol foram produzidos somente
com a inoculacdo nas plantas pulverizadas com agua. Tween 20 e jasmonato de
metila induziram o acimulo destes compostos fenélicos mesmo em plantas nao
inoculadas. A aplicacdo destes produtos também promoveu acumulo de outros
compostos fendlicos. A inoculacdo promoveu reducdo na eficiéncia
fotossintética expressa pela reducdo das caracteristicas fisioldgicas. Jasmonato
de metila e Tween 20 intensificaram o efeito negativo da inoculacdo na
condutancia estomatica e transpiracdo, sem contudo, alterar a fotossintese.
Conclui-se que o jasmonato de metila e o Tween 20 podem ser considerados
como compostos indutores de resisténcia a ferrugem asiatica em soja.

Palavras-chave: Glycine max. Jasmonato. Inducdo de Resisténcia.



ABSTRACT

The Asian soybean rust, caused by the Phakopsora pachyrhizi fungus, is
a destructive foliar disease in almost all soy producing countries. In the attempt
of mellowing the impacts caused by this disease, this study aimed at evaluating
the effect of methyl jasmonate on the induction of resistance to Asian soybean
rust through the severity of the disease and the temporal analysis of the chitinase
and B-1,3-glucanase enzymes’ activities, as well as the qualitative and
guantitative profiles of the phenolic compounds and gas exchange involved. Soy
plants of the BRS 361 cultivar, in the Vs stage, were sprayed with water, 0.02%
Tween 20 and methyl jasmonate 1.25 mM in greenhouse. Twenty four hours
after spraying, the plants were inoculated with 1.4x10° uredospores/mL of
Phakopsora pachyrhizi, applying water to the witness plants. With the results
obtained we may verify that the methyl jasmonate and Tween 20 were effective
in promoting the reduction of disease severity. The application of methyl
jasmonate increased the activity of chitinase and p-1,3-glucanase in leaves
submitted or not to inoculation, regardless of the evaluation period. The
compounds daidzein, daidzin, malonyl daidzin and coumestrol were produced
only by plants sprayed with water (false-inoculated). Tween 20 and methyl
jasmonate induced the accumulation of these phenolic compounds even in the
plants not inoculated. The application of these products also promoted
accumulation of other phenolic compounds. The inoculation promoted
photosynthetic efficiency reduction expressed by the reduction of eco-
physiological characteristics. The application of methyl jasmonate Tween 20
intensified the negative effect of inoculation in stomatal conductance and in
transpiration, however, without altering photosynthesis. We conclude that
methyl jasmonate and Tween 20 may be considered as Asian soybean rust
resistance inducing compounds.

Keywords: Glycine max. Jasmonate. Resistance induction.
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1 INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merril] representa atualmente um dos
expoentes do agronegécio brasileiro, contribuindo de forma significativa para a
balanga comercial, sendo a cultura que mais cresceu nas Ultimas trés décadas.
Segundo dados do Ministério da Agricultura (MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2013), a cultura da soja
corresponde no presente a 49% da area plantada no pais. Paralelamente a este
crescimento, merece destaque, o aumento dos problemas fitossanitarios que
afetam esta cultura, sendo relatadas mais de 100 espécies de patdgenos, das
quais, cerca de 35 sdo de grande importancia econémica.

Dentre essas doencas, a ferrugem asiatica da soja, causada pelo fungo
biotréfico Phakopsora pachyrhizi H. Sydow & Sydow, é considerada um grave
problema para o0 agronegdcio dos paises produtores de soja. Sua rapida expansao
e alto potencial de prejuizo tornaram essa doenga uma das principais
enfermidades da cultura, que pode atingir niveis que inviabilize a colheita
(YORINORI et al., 2005).

Embora o controle quimico seja a medida mais utilizada para o combate
da ferrugem asiatica, o uso indiscriminado de agroquimicos causa danos ao
ambiente, de forma irreversivel, acarretando desequilibrio ambiental e
favorecendo também a selecdo de novas racas fisiologicamente resistentes.

Uma técnica que tem merecido destaque é o estudo e uso da indugéo de
resisténcia, método usado para reduzir a severidade de doengas causadas por
fitopatogenos. Trata-se do fenémeno pelo qual as plantas, ap6s exposi¢do a um
agente indutor, tém seus mecanismos de defesa latentes ativados, sendo as
mesmas capazes de responder de maneira rapida, ao ataque posterior de pragas e

patdgenos.
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Uma das formas de inducdo ocorre através da aplicagdo de
fitorreguladores como os jasmonatos, etileno e &cido salicilico. O &cido
jasmdnico (AJ) e seu éster jasmonato de metila destacam-se como compostos
sinalizadores de respostas de defesa sisttmica das plantas por alterar
fundamentalmente a biossintese de compostos bioativos. No entanto, 0s modos
de acdo geralmente envolvem rotas metab6licas multivariadas, que sdo
especificas para cada espécie vegetal.

A andlise dos mecanismos bioquimicos e respostas ecofisioldgicas
durante a interacdo soja-ferrugem é de grande importancia para auxiliar nos
programas de melhoramento visando & obtengdo de cultivares resistentes ou
métodos eficientes no controle do fungo. Para isso, analises de acimulo de
compostos secundérios e atividades de enzimas-chave podem auxiliar na
compreensdo da relacdo da rota dos fenilpropandides com a resposta de defesa
da soja ao fungo.

Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito do
jasmonato de metila na inducdo de resisténcia a ferrugem asiatica avaliando-se:
a severidade da doenga, atividade das enzimas quitinase (EC 3.2.1.14) e $-1,3-
glucanase (EC 3.2.1.6), acumulo temporal de compostos fendlicos e anélise de
caracteristicas fisiolégicas (fotossintese, transpiracdo, condutancia estomatica,

concentracdo interna de carbono, temperatura foliar e teor de clorofila).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ferrugem asiética

A soja é origindria das regides norte e central da China e foi
domesticada héa cerca de cinco mil anos sendo uma das primeiras plantas a serem
cultivadas. Na segunda década do século XX, a soja comegou a receber destaque
devido & composigdo quimica dos grdos com destaque para seu elevado teor de
Oleo e proteina, despertando o interesse das indudstrias. No Brasil sua producéo
comercial teve inicio no final da década de 60, como uma op¢do de cultura de
verdo em sucessdao ao trigo (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA, 2013).

Atualmente a soja é um dos pilares centrais do agronegdcio brasileiro,
na safra 2012/2013 o Brasil alcancou uma producéo recorde de 81.456,7 milhdes
de toneladas, comparada com 66.383,0 milhdes de toneladas em 2011/12,
representando um aumento de 22,7% (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO, 2013). Com a produgdo elevada de 2013, o Brasil
alcangou o 1° lugar no ranking mundial dos principais paises produtores de soja
(FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS STATISTICS, 2013).

Entretanto, muitos fatores interferem no desenvolvimento da cultura
prejudicando ou limitando a sua méaxima producdo como: fatores climaticos
(chuva, temperatura, fotoperiodo); solos (adubacdo); variedades (recomendada
para cada regido), plantas daninhas (competi¢do inicial ou interferéncia na
colheita); doencas (limitantes no crescimento foliar e na produgéo); pragas
(destruicdo parcial ou total da planta); e manejo da cultura (EMPRESA
BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA, 2011).



17

Entre esses fatores limitantes, as doengas causam reducdo da
produtividade que pode chegar a 100%, pois estas podem danificar, desde a
parte aérea até o sistema radicular da planta. Hoje no Brasil sdo descritas cerca
de 40 tipos de doencas que acometem a soja, causadas pelos principais
patdgenos (fungos, virus, bactérias e nematoides), no qual o grau de importancia
pode variar de acordo com a regido e a intensidade da doenca (EMPRESA
BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA, 2011).

Uma doenca de grande interesse econdmico é a ferrugem asiatica
causada pelo fungo biotréfico Phakopsora pachyrhizi, com custos que englobam
0s gastos do controle com fungicidas mais as perdas de produtividade. Desde o
seu surgimento na safra de 2000/2001 no Brasil e até a safra de 2010/2011 foram
estimadas perdas na ordem de US$ 15 bilhdes (GODOY et al., 2011). O
primeiro relato de ferrugem asiatica no continente Americano foi no Paraguai
em margo de 2001 e no mesmo ano, em maio, no Parana (MOREL; YORINORI,
2002). Na safra brasileira de 2012/2013, os estados RS, SC, PR, SP, MG, MS,
DF, GO, MT, BA, MA, RO apresentaram incidéncia da doenca, que gerou um
custo de US$1,94 bilhGes para o controle dessa doenca (CONSORCIO
ANTIFERRUGEM, 2011).

Tal doenga é favorecida por chuvas bem distribuidas e longos periodos
de molhamento. A temperatura 6tima para 0 seu desenvolvimento varia entre
18°C a 28°C. Em condicOes 6timas, as perdas na produtividade podem variar de
10% a 80% (ZAMBOLIN, 2006). A infeccdo reduz a atividade fotossintética
pela destruicdo dos tecidos foliares, causando abscisdo prematura das folhas.
Quanto mais cedo ocorrer a desfolha, menor sera o tamanho dos gréos e,
consequentemente, maior a perda do rendimento e da qualidade (YANG et al.,
1991).

A penetragdo do fungo na folha do hospedeiro é direta pela epiderme
intacta (ZAMBOLIN, 2006; GOELLNER et al., 2010). Durante a germinagao os
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uredosporos, oriundos de urédias, formam um tubo germinativo curto,
delimitado por um apressorio terminando em um septo. Da base do apressorio,
uma hifa de penetracdo se desenvolve e penetra pela cuticula e parede da célula
do hospedeiro por forca mecénica e liberacdo de enzimas. Uma vez dentro do
espaco intercelular e no tecido do mesofilo a hifa de penetracdo expande-se
podendo formar hifas secundarias (ZAMBENEDETTI-MAGNANI; ALVES;
ARAUJO, 2007). Por fim, diferencia-se em célula mie do haustdrio ao entrar
em contato com a célula do mesofilo, realizando a penetragdo da célula
hospedeira e a formagéo do haustorio (Figura 1). Neste tipo de penetragdo pode
ocorrer uma série de eventos que levam a formagao de barreiras estruturais pela

planta, os quais podem levar a resisténcia ao patégeno (ALMEIDA et al., 2005).

cone

epiderme

mesofilo

epiderme

Figural Esquema do estadio de desenvolvimento inicial durante a interacdo
de P. pachyrhizi com a planta hospedeira Ureddsporo germinado
(ug); tubo germinativo (tg); apressorio (ap); hifa de penetragdo (hip);
hifa primaria (hp); hifa secundaria (hs); haustério (hau)

Fonte: (modificado de Goellner et al., 2010).
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Nas etapas iniciais de infecgdo, o patdgeno causador da ferrugem
asiatica apresenta caracteristica de fungo necrotréfico, uma vez que provoca
acimulo de peroxido de hidrogénio e morte celular nas células epidérmicas e,
guando atinge a camada foliar do mesofilo, passa a comportar-se como patdégeno
biotréfico por meio da formacdo de haustérios (LOEHRER et al., 2008). Esta
morte celular geralmente ndo impede a penetracdo do fungo no mesofilo foliar, e
pode ser induzida pelo fungo para evitar a ativacdo das respostas de defesa da
planta e para facilitar o seu ingresso nos espacos intercelulares da folha
(HOEFLE et al., 2009).

Patégenos biotroficos ativam a rota de defesa relacionada com o &cido
salicilico, que desencadeia a resposta de hipersensibilidade (HR), privando o
patégeno de nutrientes para o seu desenvolvimento, enquanto que 0s
necrotréficos ativam a rota do jasmonato (BARI; JONES, 2009). Esta estratégia
permite ao patdgeno da ferrugem asiatica contornar as defesas relacionadas com
0 &cido salicilico.

O controle da ferrugem asiatica é obtido através de diversas medidas
conjuntas. S8o recomendadas a utilizacdo de cultivares de ciclo precoce;
semeaduras no inicio da época recomendada para cada regido; auséncia de
cultivo de soja na entressafra por meio do vazio sanitario; vistoria das lavouras e
utilizacdo de fungicidas com o aparecimento dos sintomas ou preventivamente
(EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA, 2011). Apesar
de eficazes, os fungicidas sdo de alto custo e, na maioria das vezes, sdo
necessarias duas ou mais aplicaces, onerando os custos de produgdo. Além
disso, 0 uso continuo do mesmo principio ativo pode levar o fungo a uma
pressdo de selecdo que permite selecionar individuos adaptados e desenvolver
uma populagdo resistente a determinadas moléculas quimicas (VALENCIO,
2012). Portanto, outras estratégias de controle economicamente viaveis com boa

relagdo custo beneficio poderiam contribuir para 0 manejo da doenca.
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Até o momento foram identificados e mapeados seis genes de resisténcia
para a ferrugem asiatica patdgeno-especifico, sendo denominados de Rppl,
Rpp2, Rpp3, Rpp4, Rpp5 e Rpp6 (MORALES et al., 2013). Porém, das fontes de
resisténcia ja descritas na literatura, aquelas com os genes Rppl e Rpp3 tiveram
a guebra da resisténcia pela ferrugem no Brasil (ARIAS et al., 2004) e,
recentemente, um estudo mostrou a quebra da resisténcia ao Rpp6 nos EUA
(PAUL et al., 2013).

De acordo com Balardin e Madalosso (2006) para a otimizagdo do
controle de doengas da soja se faz necessaria a utilizacdo de medidas que
aumentem as defesas da planta dificultando o desenvolvimento da doenca.

A inducéo de resisténcia é uma ferramenta promissora para possibilitar o
desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas, com expressdo
acentuada da resisténcia a doenca ou elaboracdo de novos agroguimicos que
estimulem o mecanismo de defesa da planta (VIJAYAN et al., 1998).

2.2 Defesa vegetal

As plantas sdo constantemente expostas a fungos, bactérias, virus,
nematoides e insetos. Com isso 0s mecanismos de defesa foram aperfei¢coados
durante a coevolucao e, na grande maioria das vezes, 0s vegetais sdo resistentes
ao ataque de patdgenos (AGRIOS, 2005). A resisténcia pode ser definida como a
capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada e/ou a subsequente atividade
de um patdgeno em seus tecidos.

De um modo geral, as plantas possuem um sistema complexo de defesa
que pode ser dividido em pré-formados e p6s-formados, abrangendo estratégias
estruturais e bioquimicas. As estruturais atuam como barreiras fisicas, enquanto

as bioquimicas atuam através da producéo de substancias toxicas ao patdgeno ou
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criando condicbes adversas ao estabelecimento deste na planta (MAZARO,
2007).

Os fatores de resisténcia pré-formados ou naturais ja estdo presentes nas
plantas antes do contato com os patdgenos. Eles sdo as ceras, cuticula, tricomas,
além de substancias quimicas como flavonoides, encontradas em altas
concentracdes antes da infeccdo (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

Os pés-formados (inativos ou latentes) sdo produzidos e/ou ativados em
resposta a agentes indutores ou presenca dos patogenos. Esses mecanismos estéo
envolvidos na formagdo de barreiras estruturais, tais como halo, papila, camada
de cortiga, lignificacdo da parede celular, glicoproteinas ricas em hidroxiprolina,
e na sintese de compostos que funcionam como barreiras bioquimicas, como
espécies reativas de oxigénio, proteinas relacionadas a patogénese e fitoalexinas
(AGRIOS, 2005; SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

Um método promissor para o controle de doengas em plantas é a
utilizagdo de potencializadores ou indutores de resisténcia, 0s quais permitem
que a propria planta aumente sua resisténcia a ataques subsequentes e apresente
protecdo contra uma variedade de outros patdgenos, agindo em regides distantes
do sitio de indugdo (AGRIOS, 2005). Esta forma de defesa é conhecida como
Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA) ou Resisténcia Sistémica Induzida, que
sdo fendmenos distintos, mas fenotipicamente semelhantes (STICHER et al.,
1997).

A inducdo esta correlacionada com a ativagdo de varios mecanismos de
defesa latentes existentes nas plantas em resposta ao tratamento com elicitores,
sendo dependente do intervalo de tempo entre o tratamento com o indutor e a
subsequente inoculacdo do patégeno, para que ocorram mudancas especificas no
metabolismo vegetal (BONALDO et al., 2005). Estas respostas envolvem
ativacdo da transcricdo de genes, abertura de canais de ions, modificagdes do

status de fosforilacdo das proteinas e ativacdo de enzimas pré-formadas que irdo
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realizar modificagdes nos metabolismos primarios e secundarios (HAMMOND-
KOSACK; JONES, 2000). Relativamente pouco se sabe a respeito do tempo de
indugdo do mecanismo de resposta de defesa durante as infeccdes de ferrugem
asiatica (ANGUELOVA-MERHAR et al., 2001).

Para o patossistema soja- P. pachyrhizi, as alteragdes nas atividades de
enzimas-chave permitem acompanhar o estado de inducdo de resisténcia
(ALMEIDA et al., 2012). Entre essas enzimas, estdo as f-1,3-glucanase e
quitinase, as quais sd80 pouco expressas constitutivamente, mas prontamente
induzidas sob estresse (WU; BRADFORD, 2003). As p-1,3-glucanases
hidrolisam p-1,3-glucanas e as quitinases catalisam a hidrolise das ligacdes
p-1,4 das N-acetilglicosaminas, que estdo presentes nas paredes celulares dos
fungos (HOU; CHEN; LIN, 1998).

Estudos identificaram genes envolvidos na rota dos fenilpropanoides
ativados durante a resposta de defesa da soja a ferrugem (VAN DE MORTEL et
al., 2007; SCHNEIDER et al., 2011). Como produto desta rota tem-se a lignina
que ird reforgar as paredes celulares das plantas sendo um mecanismo de defesa
induzido usado para protecdo contra invasao do patégeno (NAOUMKINA et al.,
2010). Sao produzidos também isoflavonoides, os quais tém sido descritos como
umas das vias de defesa da soja contra ataque de insetos e doengas
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2001; ZHOU et al., 2011).

Entretanto, toda alocagdo de recursos para defesa pode ser considerada
como custo geral (GAYLER et al., 2004), ja que recursos internos da planta
usados para o crescimento ou defesa sdo determinados pela competicdo por
substrato comum de energia, sendo que a planta deve balancear os investimentos
nesse processo. Fendtipos de plantas que sdo induzidos para a resisténcia
sistémica podem mostrar efeitos negativos sobre o seu crescimento e adequagéo
guando ndo infectados (HEIL; BOSTOCK, 2002).
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Para mensurar o custo de inducdo de resisténcia é necessario um
hospedeiro suscetivel no estado inteiramente ndo induzido (GAYLER et al.,
2004). Algumas caracteristicas fotossintéticas relacionadas com as trocas
gasosas e a concentracdo de pigmentos apresentam extrema importancia por
serem considerados indicadores essenciais do comportamento da atividade
fotossintética em plantas (BERGER et al., 2007).

2.3 Jasmonato de metila

O jasmonato de metila é o metil éster do fitormdnio acido jasmonico,
formado por um anel de ciclopentanona com uma cadeia pentenil inserida no
C7, um grupo carbonila no C6 e um acetil metilado no C3. A biossintese dos
jasmonatos ocorre pela rota octadecandide (Figura 2), conforme descrita a seguir
(SASAKI et al.,, 2001; HOWE; JANDER, 2008). A estimulacdo de uma
fosfolipase A2 resulta na liberacdo intracelular do &cido linolénico (AL) da
membrana plasmatica, o qual é convertido, em uma reacdo catalisada por uma
13-lipoxigenase (LOX), a &cido 13-hidroperoxilinoleico (13-HPOT) nos
cloroplastos. O 13-HPOT ¢ convertido, pela catalise da aleno d6xido sintase
(AOS), o éacido oxo-fitodienoico (OPDA). Estas ciclopentanonas deixam o
cloroplasto e podem se converter a oxo-pentenilciclopentanos (OPC) pela acdo
da aleno éxido ciclase (AOC), ambas as formas podem agir como moléculas
sinalizadoras no citossol. Os OPC sdo metabolizados nos peroxissomos, nos
quais sdo reduzidos pela enzima acido 12-oxo-fitodienoicoredutase (OPR),
formando o acido 3-oxo-2-(2’-pentenil)-ciclopentano-1-octandico, que, apos B-
oxidac&o, forma o &cido jasmdnico (JA). Este pode ser metilado no citossol, pela
acdo do &cido jasmonico metiltransferase (JMT), formando o jasmonato de
metila. A reacdo inversa (de-metilacdo) é catalisada pela esterase do jasmonato

de metila.
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Figura2 Rota biossintética do jasmonato de metila
Fonte: SASAKI et al. (2001)

Os jasmonatos participam do crescimento e desenvolvimento vegetal
(GIMENEZ-IBANEZ; SOLANO, 2013), regulando processos como germinacao

de sementes, crescimento da raiz, fertilidade, amadurecimento de frutos e
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senescéncia (CHEONG; CHOI, 2003; BROWSE, 2009). Esses compostos atuam
também sinergisticamente ou antagonicamente com outros fitormdnios, como
etileno, 4cido salicilico, auxina e acido abscisico (SASAKI et al., 2001).

O nivel destes fitormdnios varia em funcdo do tipo de tecido, fase do
desenvolvimento e estimulo externo, sendo a atividade bioldgica do jasmonato
de metila altamente dependente de sua concentragdo nas plantas. Em
concentracdo baixa (1 até 10 pM) nos tecidos atua na indugdo da expressao
génica relacionada com a defesa da planta, enquanto que em concentracoes
elevadas (acima de 50 pM) provoca senescéncia, induzindo morte celular
(MASON; MULLET, 1990).

Eles se destacam como compostos sinalizadores que ativam mecanismos
de defesa da planta em resposta a estresses, como ferimento causado por pragas
e patégenos (BROWSE, 2009), assim como aos estresses abioticos, tais como
baixa temperatura, seca e salinidade (CHEONG; CHOI, 2003; DEL AMOR;
CUADRA-CRESPO, 2011). Tais compostos também estdo envolvidos na
regulacdo da expressdo de genes que codificam proteinas relacionadas ao
estresse (RUIZ-GARCIA; GOMEZ-PLAZA, 2013). A aplicagdo de forma
exogena destes reguladores possibilita uma gama de bioensaios elucidativos das
respostas de plantas aos estresses.

A inducdo da lipoxigenase via aplicacdo exdgena de jasmonatos pode
fazer com que uma planta suscetivel suporte mais os ataques de patdgenos ou,
entdo, aumente sua capacidade de sintetizar outros derivados de compostos
lipidicos usados em sua defesa (CHAICHANA et al., 2012). Baixas
concentragdes de jasmonatos podem induzir a producdo de inibidores de
proteinases e estimular a biossintese de flavonoides e de sesquiterpenoides, entre
outras substancias (CREELMAN; MULLET, 1997).

Gaélis et al. (2006) identificaram um fator de transcricdo regulado por

jasmonato de metila que induz uma série de genes do metabolismo dos
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fenilpropanoides. A partir da rota dos compostos fendlicos, conforme ilustrado
na figura 3, sdo produzidas a lignina e as fitoalexinas isoflavonoides, que sdo
extremamente importantes na resposta de defesa (FERRER et al., 2008). Esta via
inicia-se por meio da reacdo catalisada pela enzima fenilalanina amonia-liase
(PAL) para formar o acido trans-cindmico e, a partir desse, a ativacdo de outras
enzimas, como a chalcona sintase (CHS) e isoflavona sintase (IFS), e a sintese
de compostos fendlicos mais complexos (YU; MCGONIGLE, 2005). Van de
Mortel et al. (2007) observaram aumento na expressao de genes desta rota em

plantas de soja inoculadas com ferrugem asiéatica.
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As gliceolinas (pterocarpanos) e o coumestrol (coumestrans), além de
outros isoflavonoides como a genisteina, daidzeina e gliciteina e seus
glicosideos (genistina, daidzina e glicitina), desempenham multiplos papé€is na
defesa da soja, sendo diretamente toxicos para alguns patdégenos (GRAHAM,
1999; LYGIN et al., 2010; ZHOU et al., 2011), e relacionados inclusive a
resposta a P. pachyrhizi (LYGIN et al., 2009).

A producdo de jasmonato de metila pode estimular plantas vizinhas
induzindo-as por via aérea a adquirirem resisténcia sistémica antes da presenga
do patdégeno, funcionando como um meio de comunicacdo intra e inter planta
nas respostas de defesa (WASTERNACK; XIE, 2010). Este composto pode
difundir para partes distantes da planta através da fase de vapor (KARBAN et
al., 2000) ou por migracdo intercelular, possivelmente através do floema (RUIZ-
MEDRANO, 2001).

Wu, Wang e Baldwin (2008) demonstraram que a resisténcia induzida
pelo tratamento jasmonato de metila ndo € diretamente provocada por ele mas
pelo seu produto desmetilado: &cido jasmonico. A inducdo pelo jasmonato na
expressao génica é controlada por moléculas repressoras da sinalizacdo, e cuja
degradacdo, sob estimulos ambientais, fornece uma rapida ativacdo do sistema
(HOWE; JANDER, 2008). Nesse sistema, a proteina repressora JAZ € alvo de
degradacdo via complexo proteossémico 26S dependente de ubiquitina,
liberando a transcricdo de genes responsivos a AJ (CHINI et al., 2007). No
modelo atual, JA-lle promove o reconhecimento de JAZ com o complexo
SCFCOI1, marcando a proteina JAZ com ubiquitina. A COI1 é uma proteina F-
box, e esse tipo proteico é o responsavel pela especificidade do complexo SCF
ao alvo. O modelo para a atividade de COI1 é baseado na sinalizagdo por auxina,
onde a ligagdo do complexo SCFTIR1 as proteinas repressoras Aux/IAA

resultam na expressdo de genes dependentes de auxina (STASWICK, 2008).
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Aplicacdo de jasmonato de metila foi eficaz na supressdéo do mofo
cinzento causado por Botrytis cinerea em morango e infec¢do causada por
Colletotrichum acutatum em ameixas (MOLINE et al., 1997; CAO et al., 2008).
Além disso, melhorou a eficacia da levedura antagonista Cryptococcus laurentii
para controle da podriddo de mofo marrom e azul causado por Monilinia
fructicola e Penicillium expansum em frutos de péssego (YAO; TIAN, 2005).
Jasmonato de metila suprimiu o crescimento e germinacdo de Alternaria
alternata (CHEN et al., 2014).

Divya, Puthusseri e Neelwarne (2014) observaram gue a elicitacdo com
jasmonato de metila promoveu aumento nos niveis de carotenoides, fenélicos
totais, [3-caroteno, clorofilas e acido clorogénico em coentro. Entretanto, em soja
reduziu o teor de clorofila, 0 CO, intercelular e a transpira¢do, assim como
provocou reducdo da area foliar e na altura da planta, enquanto que aumentou o
nimero de ramos (ANJUM et al., 2011). E relatado que genes envolvidos na
fotossintese sdo reprimidos pela acdo do jasmonato de metila, como ribulose
difosfato carboxilase/oxigenase, proteina de ligacdo clorofila a/b e captador de
luz do complexo Il (CHEONG; CHOI, 2003).

O efeito do jasmonato de metila na fotossintese em pinheiro silvestre foi
dose dependente aos 100 dias de aplicacdo, aumentando em 10 mM e reduzindo
em 100 mM em relagdo ao controle (HEIJARI et al., 2005). Em artemisia, o
jasmonato de metila melhorou a eficiéncia fotossintética expressa pela maior
taxa fotossintética liquida, condutancia estomética, concentracao interna de CO,
e teor de clorofila total (AFTAB et al., 2011).

Plantas que utilizam recursos para defesa na auséncia de pragas ou
patbgenos arcardo com custos energéticos que poderdo refletir na sua
produtividade. Em plantas que tiveram a defesa induzida por jasmonato e ndo

foram atacadas por herbivoros produziram menos sementes do que as plantas
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ndo induzidas (BALDWIN, 1998). Na presenca do patégeno, o investimento em
defesa deve valer a pena e as plantas induzidas deverdo ser beneficiadas.

2.4 Tween 20

O Tween 20 é um detergente ndo idnico que quebra a tensdo superficial
facilitando a dispersdo dos produtos quimicos sobre as folhas, muito utilizado
nos estudos de ciéncias vegetais (HUNZICKER, 2009). No entanto, o Tween 20
foi descrito com a habilidade de induzir duas redutases oxofitodienoato, OPR1 e
OPR2 (BIESGEN; WEILER, 1999; HUNZICKER, 2009). Em plantas de
Arabidopsis thaliana o gene OPR1 foi identificado pela aplicacdo do cis-
jasmone evidenciando a ativacdo de genes de defesa (BRUCE et al., 2008) tanto
por Tween 20 como pelo cis-jasmone. Estas enzimas (OPR) estdo relacionadas
na conversdo do (—)-cis-OPDA em (+)-cis-OPDA, que é um precursor do acido
jasmonico (TANI et al., 2008). Demonstrando dessa forma o efeito
sinérgico/indutor do Tween 20 na resisténcia em plantas.

De acordo com Hunzicker (2009) o Tween 20 pode alterar a composicéo
de transcritos em Arabidopsis thaliana com caracteristicas semelhantes aos
padrdes moleculares associados aos patdgenos em repostas de defesa. Seus
resultados sugerem que Tween 20 atua como um veiculo para os &cidos graxos
saturados, que por sua vez, sao indutores de uma resposta imune inata tipica. O
uso desse detergente provoca alteracGes na fisiologia das plantas, mesmo quando
usado em niveis baixos ndo apresentando danos visiveis as mesmas. Uma
implicagdo importante dos achados € que ao usar Tweens em experimentos
verificando reacGes de defesa, compostos de teste podem vir inativos contra a

resposta conferida pelo proprio detergente.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizagdo do ambiente e descricéo das plantas

Os ensaios foram conduzidos em casa de vegetacdo, na Embrapa Soja no
Distrito da Warta, em Londrina, PR. As condi¢6es climaticas no periodo em que
foi realizado o estudo encontram-se na figura 4.

Foram utilizadas plantas de soja do gendtipo BRS 361, considerado
suscetivel a ferrugem asiatica. As sementes foram obtidas do Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) da Embrapa Soja. O experimento foi instalado no
delineamento em blocos ao acaso, com seis blocos, cada vaso contendo cinco
plantas. As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo (UR 65%, 28 °C) até o
estadio Vs (FEHR et al., 1971) e entdo submetidas & aplicacdo exdgena dos
diferentes produtos utilizando pulverizador pressurizado com CO,.

Os ensaios foram montados em arranjo fatorial com trés produtos (agua,
Tween 20 e jasmonato de metila), duas inoculagdes (inoculados e n&o
inoculados) e seis repeti¢des por periodo de avaliacéo.

Para obtencdo das amostras para analise de enzimas e compostos
fendlicos descritos respectivamente nos item 3.5 e 3.6 foi separado um vaso para
cada periodo de coleta, totalizando 144 vasos. Para avaliacdes de trocas gasosas
e pigmentos clorofilianos descritos a seguir no item 3.7 foram plantados 36

Vvasos.
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periodo de junho de 2013, evidenciando os dias de avaliacBes de
trocas gasosas em Glycine Max (Londrina, 2013)

3.2 Aplicacéao dos produtos

Para o tratamento controle foi utilizada dgua. O surfactante utilizado foi
0 Tween 20 (Monolaurato de polioxietileno 20 sorbitano) a 0,02% (Sigma). O
jasmonato de metila (Sigma) foi utilizado na concentracdo de 1,25 mM
preparado em Tween 20 a 0,02 % (JM + T20). As plantas tratadas com
jasmonato de metila foram mantidas em outra casa de vegetacdo por 48 horas

sob as mesmas condicdes de temperatura e umidade, para evitar a inducdo nas
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plantas controle (Agua e Tween 20), j4 que o jasmonato de metila é conhecido
por ser um fito regulador voléatil (SEO et al., 2001).

3.3 Inoculacgéo de plantas com P. pachyrhizi

Apo0s 24 horas da pulverizacdo dos produtos descritos acima, as plantas
foram inoculadas e falso-inoculadas (controle). Para o preparo do in6culo de P.
pachyrhizi o fungo foi previamente mantido na cultivar BRS 316, em casa de
vegetacdo, na Embrapa Soja. Os esporos foram coletados com leves batidas nas
folhas com urediniossoros, sobre papel branco e acondicionados em microtubos.
Em seguida, uma suspensdo foi preparada com agua destilada contendo Tween
20 a 0,01%, e ajustada para uma concentragéo final de 1,4x10° uredésporos/mL.
Apos a inoculagdo, as plantas foram mantidas sob nebulizac¢éo para estimular o
processo infeccioso, uma vez que necessita de alta umidade, temperatura de
23 °C a 25 °C e umidade relativa > 95% em auséncia de luz por 12 horas. As
plantas controle receberam apenas a solucdo de agua + Tween 20 (0,01%),

contudo foram submetidas as mesmas condi¢des que as inoculadas.

3.4 Avaliacao da severidade da ferrugem asiatica

A severidade da ferrugem asiatica foi avaliada 16 dias apds inoculacéo
das plantas, em folhas V,, utilizando uma escala proposta por Godoy et al.
(2006). Tal escala leva em consideracdo a % de area foliar infectada e varia de
0,6% a 78,5% (Figura 5).
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Figura5 Escala diagramatica de severidade da ferrugem asiatica
Fonte: (GODOY et al., 2006)

3.5 Avaliacao da atividade enziméatica

Para determinacdo da atividade das enzimas, coletaram-se folhas V, e
Vs, utilizando duas plantas por amostra. As coletas foram realizadas as 48, 96,
144 e 192 horas ap6s a inoculagdo (hai). Folhas de plantas ndo inoculadas
também foram coletadas nos mesmos periodos. As amostras foram armazenadas
individualmente em pacotes de papel aluminio e imediatamente congeladas em
N, liquido e armazenadas em ultrafreezer -80 °C. De cada extrato foliar obtido
procederam-se aos ensaios enzimaticos em triplicata.

Foi determinada a atividade da quitinase e p-1,3-glucanase. A
concentracdo total de proteina em cada amostra foi determinada seguindo o
método de Bradford (1976).

O extrato foliar foi obtido pela maceracdo de 0,3 g de tecido foliar
triturados em almofariz em N, liquido com adi¢do de polivinilpolipirrolidona
(PVPP) 2% (p/v). O pé obtido foi homogeneizado em 2 mL de tampéo fosfato
de s6dio 50 mM (pH 6,5) e fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) 1 mM. O
homogeneizado foi centrifugado a 20.000 x g, temperatura 4 °C por 25 min. O

sobrenadante foi utilizado para determinacdo da atividade enzimatica.
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A atividade da quitinase foi determinada de acordo com método
proposto por Robert e Selitrennikoff (1988) modificado por Harman et al.
(1993), utilizando se como substrato o p-nitrofenil-p-D-N,N’-diacetilquitobiose
(PNP) (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo). O sistema de incuba¢do consistiu da adi¢do
de aliquota de 20 pL do sobrenadante obtido como descrito anteriormente, a uma
mistura contendo 470 pL do tampao acetato de s6dio 50 mM (pH 5,0) e 10 puL
de PNP (2 mg mL™) e mantido a 37 °C por 2 h. A reacdo foi paralisada
acrescentando 0,5 mL de carbonato de sodio 0,2 M e as absorbancias
determinadas no comprimento de onda 410 nm. Para o calculo da atividade
enzimatica foi utilizado o coeficiente de extingdo molar de 7 x 10* mM™.cm™
sendo a atividade da quitinase expressa em mM de p-nitrofenil produzido por
min™ mg™ proteina.

A atividade da p-1,3-glucanase foi determinada conforme método
descrito por Lever (1972), com modificacfes: acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
em substituicdo a hidrazida do &cido p-hidroxibenzoico (MILLER, 1959). A
reagdo foi constituida de 230 pL de tampdo acetato de s6dio 100 mM (pH 5,0),
250 uL da solugdo de substrato da laminarina (4 mg mL™) e 20 pL do extrato
vegetal. O sistema foi incubado a 45 °C por 30 min, e ap6s este periodo,
acrescentou-se a reacdo 1 mL de DNS e, em seguida, esta mistura foi aquecida a
100 °C por 5 min. Apos o resfriamento em gelo até 30°C a absorbancia das
amostras foi determinada a 540 nm sendo os resultados expressos em unidades

de absorbancia por min™ mg™* de proteina.
3.6 Analise de compostos fenélicos
As amostras foram compostas por uma folha Vs coletadas 48, 96 e 144

hai. Folhas de plantas ndo inoculadas também foram coletadas nos mesmos

periodos. As amostras foram armazenadas individualmente em embalagens de
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papel aluminio em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer (-20 °C) até a
extracdo e analise, que foram realizadas de acordo com metodologia padrdo do
laboratério de Ecologia Quimica da Embrapa Soja, descritas a seguir.

No momento da extragdo, as folhas foram trituradas em almofariz com
nitrogénio liquido e colocadas em tubo falcon. Posteriormente foram pesadas
(500 mg), acrescidas de 5 mL de metanol 90% e submetidas ao banho de
ultrassom por 20 min. As amostras foram entdo centrifugadas a 9.880 x ga 4 °C
por 12 min., secas a vacuo, ressolubilizadas em 1,5 mL de metanol 80% e
homogeneizadas manualmente. Em seguida, os extratos vegetais foram filtrados
em membrana Millipore® 0,45 um e transferidos para tubos (vials) do
amostrador automatico e analisados CLAE (cromatografia liquida de alta
eficiéncia) — Shimadzu — modelo Prominence.

Os extratos metandlicos das amostras foram analisados em coluna C18
(250 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno, particulas de 5 pM).
Aliquotas de 10 pL foram injetadas automaticamente no equipamento, com
controlador CBM-20A; detector SPD-20A; desgaseificador DGU 20A5; bomba
LC-20AT; amostrador automatico SIL-20A e forno CTO 20A. A fase mdvel foi
composta por dois solventes: (A)-2% de &cido acético (HOAc) e (B): uma
mistura de metanol, &cido acético e agua MilliQ® (MeOH:HOACc:H20; 18:1:1).
O sistema de gradiente linear utilizado na anélise partiu da condigao inicial com
75% de A e 25% de B atingindo, ap6s 40 min, a situacdo inversa, ou seja, 25%
de A e 75% de B, onde foi mantida por 5 min. Aos 45 min, voltou a situagdo
inicial permanecendo por 5 min, antes da inje¢do seguinte. O fluxo do solvente
foi de 1 mL minuto™ e o registro na regifo do ultravioleta (UV) foi obtido no
comprimento de onda 260 e 280 nm.

As concentragfes dos isoflavonoides agliconas (daidzeina, gliciteina e
genisteina) das formas 7-O-glicosideos (daidzina, glicitina, genistina), malonil

glicosidica (6”-O-malonildaidzina, 6”-O-malonilglicitina e 6”-O-
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malonilgenistina), flavonoide rutina (quercitina 3-O-rutinosidio) e fitoalexina
coumestrol foram identificados por meio da comparagédo de espectro e tempo de
retencdo dos padrdes com o espectro e tempo de retencdo de cada amostra
analisada.

A érea do pico de cada substancia identificada foi medida e multiplicada
pelo fator de correcdo de cada composto padrdo, levando-se em consideracdo a
massa inicial do tecido e o volume de ressolubilizacdo. Para a obteng&o do fator
de correcdo de cada composto, diferentes concentragbes dos padrdes de
isoflavonas e 4cidos fendlicos (6,25; 12,5; 25; 50; 100 pug mL™) foram injetadas
no CLAE. A partir dos valores das areas dos compostos padrdo e de suas
concentragdes, foi construido um grafico de disperséo e obtida uma equagdo de

regressdo linear e o seu respectivo fator de correcao.

3.7 AvaliacOes de trocas gasosas e pigmentos clorofilanos

As avalicbes de trocas gasosas e pigmentos clorofilanos foram
realizadas em foliolos centrais V,, anteriormente marcados as 39, 87, 135 e 183
hai, entre 9 e 10 horas da manha. Foi utilizado analisador portatil de fotossintese
(IRGA), modelo LCpro-SD da marca ADC, pertencente ao Laboratério de
Ecofisiologia Vegetal/Embrapa Soja. Foi utilizada radiacdo fotossintética ativa
de 1044 pumol m? s™. Foram avaliados 0s seguintes pardmetros fisioldgicos:
fotossintese (taxa assimilatoria liquida de CO,), transpiracdo, condutancia
estomatica, concentragcdo de CO, intercelular e temperatura foliar. A partir
destes dados foram calculados o0s seguintes parametros: a razdo entre
concentragdes de CO, intra/extracelular (Ci/Ca), a eficiéncia instantanea do uso
da agua (A/E) e a eficiéncia de carboxilagdo (A/Ci).

O teor de pigmentos clorofilianos foi determinado indiretamente por
meio do indice SPAD, utilizando o clorofildometro SPAD-502 (Minolta, Jap&o),
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também pertencente ao Laboratdrio de Ecofisiologia Vegetal/Embrapa Soja. A
partir do indice SPAD obtido no clorofildmetro, foi calculado o teor de clorofila
total utilizando-se a equacdo descrita a seguir, que foi gerada em ensaios de

calibracdo e validacdo realizados na Embrapa Soja (dados ndo publicados):

Teor de clorofila (mg cm™) = ((SPAD)*0,0007)-0,0071) (1)

3.8 Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise exploratoria e uma vez atendidos
0s pressupostos foi realizada a andlise de variancia (ANOVA). Posteriormente,
as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Os programas
estatisticos utilizados foram os pacotes SAS (Statistical Analysis System) versao
9.2 (SAS INSTITUTE, 2009) e Sanest (ZONTA; MACHADO, 1984).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacdo da severidade da ferrugem asiatica da soja

A aplicacdo de JM + T20 e Tween 20 promoveram reducdo acentuada na
severidade da ferrugem asiatica em plantas de soja (Figuras 6 e 7).

Os resultados observados neste ensaio estdo de acordo com o0s obtidos
em diversos trabalhos, que comprovam a eficacia do jasmonato de metila na
reducdo da severidade de inimeras doencas. Embora alguns destes trabalhos
utilize o Tween 20 como surfactante, os efeitos sdo atribuidos prioritariamente
ao jasmonato de metila. Conforme visto neste estudo e nos trabalhos de Graca
(2012) e Dousseau (2013) o Tween 20 possui efetividade na inducdo de
respostas a patdgenos devendo ser considerado. A reducdo da severidade
relacionada a aplicacdo de jasmonato de metila foi verificada na supressdo das
doencgas causadas por Botrytis cinerea em morango (MOLINE et al., 1997),
Alternaria brassicicola, Botrytis cinerea ou Plectosphaerella cucumerina em
Arabidopsis thaliana (THOMMA et al., 2000), Monilinia fructicola em frutos de
cereja doce (YAO; TIAN, 2005), Erysiphe necator em videira (BELHADJ et al.,
2006) e Colletotrichum acutatum em ameixas (CAO et al., 2008).

O efeito do jasmonato de metila na reducdo da severidade de doencas de
origem fungica pode ser direto, como na supressdo do crescimento do fungo e
germinacéo de esporos de Alternaria alternata (CHEN et al., 2014). No entanto,
alguns trabalhos demonstram que o efeito € indireto, ou seja, na inducdo de
resisténcia, como o observado para A. brassicicola em Arabidopsis thaliana
(THOMMA et al., 1998).

Graca (2012) e Dousseau (2013) também observaram o efeito eliciador

do Tween 20, respectivamente para G. max e Piper molicomum.
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Figura6 Severidade de ferrugem asiatica em folhas de plantas inoculadas com
Phakopsora pachyrhizi e submetidas a aplicagdo de diferentes
produtos

Nota: Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A barra da figura corresponde ao erro padrdo da média de 48 repeti¢Ges para cada
produto. CV=10,15%.
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Figura7 Limbo foliar de BRS 361 apés 16 dias da inoculagdo
com Phakopsora pachyrhizi submetidas a aplicacdo de diferentes
produtos: A e B- Agua; C e D- Tween 20; E e F- Jasmonato de metila
+ Tween 20

Nota: Superficies adaxial (A, C e E) e abaxial (B, D e F); Digitalizadas em scaner de

mesa (HP Photosmart C4680 All-in-one Printer).
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4.2 Avaliacdo da atividade enzimética

A atividade da quitinase e f-1,3-glucanase foi superior em folhas de
soja inoculadas em comparacdo com as ndo inoculadas, independente dos
produtos aplicados (Figura 8).

A aplicacdo de JM + T20 proporcionou aumento na atividade dessas
enzimas em plantas submetidas ou ndo & inoculacéo, independente do periodo de
avaliagdo (Figura 8). A aplicagdo de Tween 20 também proporcionou aumento
na atividade em comparagdo com a &gua, independente da inoculagdo, embora
com intensidade sempre menor que o JM + T20 (Figura 8).

Os resultados para ambas as enzimas foram distintos em fungdo do
periodo de avaliacdo. Nas plantas ndo inoculadas e com aplicacdo de Tween 20
observou-se a maior atividade da -1,3-glucanase em comparagdo com a agua,
exceto no periodo de 96 hai. Entretanto, em todos os periodos, as plantas que
foram inoculadas apresentaram atividade enzimatica superior exceto em 192 hai,
quando ndo diferiu da &gua (Figura 8).

O Tween 20 proporcionou aumento na atividade da quitinase, em relagdo
a agua, nas plantas ndo inoculadas, somente nos periodos de 48 e 192 hai (Figura
8). Contudo nas plantas inoculadas a atividade da quitinase foi semelhante nas
plantas pulverizadas com o Tween 20 e com a agua, exceto no periodo de 48 hai,
guando a atividade da enzima foi maior quando se aplicou Tween 20 em
comparagdo com a agua.

Pode-se sugerir com estes resultados que a inoculagdo induz a atividade
destas enzimas, conforme também observado por Almeida et al., 2012, em
plantas de soja inoculadas com P. pachyrhizi.

Em trigo Domiciano et al. (2010) demostraram que a atividade da
quitinase foi maior nos estadios mais avangados de infeccdo por Bipolaris

sorokiniana, causador da podriddo comum em folhas dessa cultura. Desse modo,
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pode-se sugerir que a atividade destas enzimas estaria associada com o0s
mecanismos de defesa das plantas a estresses biéticos (MOHAMMADI et al.,
2002; DOMICIANO et al., 2010; CRUZ et al., 2013) e abiéticos (CAMPOS et
al., 2004; KUNH, et al. 2006) em diferentes espécies vegetais.

Segundo Cruz et al. (2013) a coexisténcia de quitinase e
S-1,3-glucanase é importante para a restricdo de colonizagdo por P. pachyrhizi
em tecido foliar de soja. Essas enzimas participam da defesa das plantas a
patégenos por meio da acdo hidrolitica respectivamente, da quitina e f-1,3-
glucana, presentes nas paredes celulares de alguns fungos, resultando na
liberacdo de oligossacarideos que podem atuar como eliciadores de mecanismos
de defesa das plantas (MOHAMMADI et al., 2002). A superexpressao de genes
de quitinase e f-1,3-glucanase em plantas tem aumentado a resisténcia das

plantas a diversos patdgenos (VAN LOON, 1997).
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Figura8 Atividade temporal de -1,3-glucanase e quitinase em folhas de soja
ndo inoculadas (A e C) ou inoculadas (B e D) com Phakopsora
pachyrhizi que receberam aplicagio foliar de agua ('V), Tween 20 (o)
e jasmonato de metila + Tween 20 (o)

Nota: As barras indicam o erro padrdo da média das seis repeticdes.

Possivelmente este aumento na atividade dessas enzimas favoreceu a
reducéo na severidade da ferrugem pela aplicagdo de JM + T20 observada neste
ensaio (Figura 6).

Resultados contrarios foram obtidos por Cruz et al. (2013) que
observaram aumento na severidade de ferrugem asiatica em soja tratada com
acido jasmonico. Por outro lado, segundo Pereira et al. (2009) a reducéo da
severidade da ferrugem do cafeeiro ndo foi correlacionada com atividade das

enzimas quitinase e #-1,3-glucanase.
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Em outros patossistemas, corroborando com os resultados obtidos neste
trabalho, a aplicagdo de jasmonato de metila acarretou maior atividade
enzimatica da f-1,3-glucanase em cana-de-aguUcar reduzindo o nimero de ovos
de Meloidogyne incognita por planta (GUIMARAES et al., 2010). Plantas de
trigo e Arabidopsis thaliana mutantes para a rota de acido jasménico foram
resistentes a Fusarium graminearum mostrando que a rota acido jasménico
aumentou a suscetibilidade das plantas a infeccdo por fungos devido a
diminuicdo da transducdo de sinal mediada por &cido salicilico (MAKANDAR
etal., 2010).

A reducéo na severidade da ferrugem observada também apds aplicacéo
do Tween 20 pode estar relacionada ao aumento na atividade dessas enzimas em

relacdo a agua.

4.3 Anélise de compostos fendlicos

Os tratamentos afetaram significativamente todos os fatores e as
interacbes entre eles, exceto periodo de avaliagdo, produto x inoculacéo,
inoculagdo x periodo, para daidzina, produto x inoculagdo para genisteina, e
inoculagio x periodo para genistina (APENDICE A). Assim, é possivel se
observar que o0 acumulo desses compostos variou de acordo com o produto
aplicado, com a inoculagdo com P. pachyrhizi e o periodo de avaliagdo. Foi
observada para todos os compostos interacdo tripla entre os fatores estudados
(produtos x inoculagdo x periodos de avaliagdo), exceto para rutina, um

glicosideo do flavonol quecetina.
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Nas figuras 9 e 10 é apresentado o cromatrograma evidenciando o0s
compostos fendlicos e seus correspondentes espectros de absor¢do no
ultravioleta, respectivamente. A amostra em questdo foi composta por folhas de
BRS 361 que receberam aplicacdo de jasmonato de metila + Tween 20 (JM +

T20) e foram inoculadas com P. pachyrhizi coletadas 144 hai.
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Figura9 Cromatrograma de uma amostra composta por folhas de BRS 361 que
receberam aplicacdo de jasmonato de metila + Tween 20 e foram
inoculada com P. pachyrhizi coletadas 144 hai. (1) daidzina, (2)
genistina, (3) malonil daidzina, (4) malonil genistina, (5) daidzeina,
(6) genisteina e (7) coumestrol

Nota: Tempo de retencéo (TR).
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Figura 10 Espectros de absorcdo no ultra violeta de isoflavonoides relacionados
a defesa a patdgenos em soja. (1) daidzina: TR= 12,66, (2) genistina:
TR=17,20, (3) malonil daidzina: TR= 19,55, (4) malonil genistina:
TR= 24,56, (5) daidzeina: TR=26,34, (6) genisteina: TR= 29,35 e (7)
coumestrol: TR= 36,24

Nota: Tempo de retencéo (TR).

Os compostos daidzeina, daidzina, malonil daidzina e coumestrol nédo
foram produzidos em quantidades significativas nas plantas pulverizadas apenas
com &gua e ndo submetidas & inoculacdo (Tabela 1). A concentracdo destes
isoflavondides foi sempre superior nas plantas inoculadas com a ferrugem
asiatica, quando a avaliacdo ocorreu ap6s 144 hai, indicando que a infecgdo com
0 P. pachyrhizi induz a sintese destes fendlicos em plantas de soja. Na forma
aglicona daidzeina é um precursor de fitolexinas como as gliceolinas e
coumestrol. Essas substancias de baixo peso molecular tém sido associadas a
resisténcia da soja a doencas (GRAHAM, 1999; LOZOVAYA et al., 2004).

Os resultados encontrados neste trabalho corroboram com Lygin et al.
(2009) que também observaram maior acumulo dos isoflavondides daidzeina e

genisteina (agliconas) em dois gendtipos de soja suscetiveis a P. pachyrhizi e
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inoculados com o fungo. Segundo Rivera-Vargas et al. (1993), 0s compostos
fendlicos, como a isoflavona genisteina que apresenta atividade antifingica,
podem ser induzidos em resposta a infec¢do, aumentando a resisténcia da soja a
patodgenos.

O aumento dos teores de isoflavonas esta relacionado com a ativacdo da
transcricdo de genes envolvidos na rota de biossintese de compostos fendlicos
(WEISSHAAR; JENKINS, 1998). Van de Mortel et al. (2007) e Panthee et al.
(2009) analisaram a expressdo de genes em resposta a inoculacdo com P.
pachyrhizi em diferentes gendtipos de soja em diferentes estadios de
crescimento e tempo de expressdo. Nesses trabalhos eles verificaram que os
genes da rota dos fenilpropanoides e biossintese de parede celular sdo
diferencialmente expressos em folhas inoculadas de genétipos suscetiveis e
resistentes.

Van De Mortel et al. (2007) verificaram que no gendtipo resistente, a
maioria dos genes expressam mais rapidamente a infeccgdo, iniciando 72 hai,
enquanto no gendtipo suscetivel, a expressdo permanece inalterada até 96 hai,
periodo de tempo em que houve rapido crescimento do fungo. Segundo esses
autores, a ferrugem asiatica inicialmente induz uma resposta inespecifica que é
transiente ou é suprimida quando os primeiros passos na coloniza¢do sao
concluidos em ambos os geno6tipos de soja. Esses resultados corroboram com 0s
obtidos neste ensaio, no qual utilizamos um gendtipo suscetivel e a maior
concentragdo dos compostos fenolicos induzidos ocorreu no periodo de 144 hai.

Resultados contrastantes sdo relatados por Graham et al. (1990) em
plantas de soja infectadas com outro fungo, Phytophthora megasperma, que
também infecta a soja. Nesse trabalho as concentragdes da aglicona daidzeina e
de gliceolinas aumentam mais rapidamente (até 48 hai), ao mesmo tempo em

que conjugados de daidzina (aglcar, malonil e acetil) podem ou ndo diminuir.
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Tabelal Concentracdo temporal de compostos fenolicos de folhas de soja
(Glycine max) submetidas a aplicacdo de diferentes produtos e
inoculadas ou ndo com Phakopsora pachyrhizi

Periodo de avaliagéo (hai)

Produtos Inoculacgéo
48 96 144
__________________________________ DAIDZEINA (gmg™)
Agua Sim 0,00 Ac 0,73Bb* 2,60 Aa*
N&o 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa
Sim 0,26 Ab 1,50 Aa* 0,18 Bb
Tween 20 Nao 0,05 Aa 0,07 Aa 0,00 Aa
Jasmonato de metila Sim 0,00 Ab 0,69 Ba* 0,00 Bb
N&o 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa
_________________________________ GENISTEINA(ngmg"
Agua Sim 0,32 B¢ 111 Ab 2.44 Aa*
N&o 0,22 Bb 1,42 Aa 0,93 Aa
Tween 20 Sim 1,21 Aa 1,43 Aa* 0,89 Ba
Nao 0,84 Aa 0,79 Ba 0,54 Aba
Jasmonato de metila Sim 0,70 Aba 1,21 Aa 1,01 Ba*
NZo 0,52 ABab 1,08 ABa 0,22 Bb
___________________________________ DAIDZINA(Rgmg")
Agua Sim 1,61 Bb 127Bb 66,06 Aa*
Nao 0,00 Ba 0,00 Ba 0,00 Aa
Tween 20 Sim 88,52 Aa*  3541Ab  19,79Bb
N&o 21,34 Aa 2529Aa 17,43 Aa
Jasmonato de metila Sim 968Ba 26,87 Aa* 10,47 Ba
N&o 1,03ABa  0,74Ba 4,36 Aa
__________________________________ GENISTINA(GMg?) . . ... ..
Agua Sim 56,21 Bb  47,35Cb 72,98 Aa*
N&o 58,10 Aa  4597Ba 43,50 Ba
Tween 20 Sim 94,14 Aa* 62,32 Bb* 49,62 Bb
NZo 68,67Aa  4629Bb 48,47 ABb
Jasmonato de metila Sim 62,57Bb  7752Aa 62,32 ABb
Nao 70,23 Aa 68,44 Aa 62,43 Aa

MALONIL DAIDZINA (ng mg™)

Agua Sim 36,80 Bb* 50,13 Bb* 260,08 Aa*
Né&o 0,59 Ba 0,09 Ba 0,0 Ba
Tween 20 Sim 354,12 Aa* 96,53 Ab 84,79 Bb*
Né&o 93,37 Aa 67,73 Aab 49,65 Ab
Sim 52,78 Ba 50,94 Ba 48,03 Ba

Jasmonato de metila N0 2563Ba  3303ABa 17,79 ABa
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“Tabela 1, conclusdo”

Periodo de avaliagéo (hai)

Produtos Inoculacgéo
48 96 144
____________________________ MALONIL GENISTINA(Wgmg)
Agua Sim 87,24 Bb* 67,15 Bb* 145,91 Aa*
Nao 32,40 Ca 9,73 Ca 6,14 Ca
Tween 20 Sim 339,9 Aa* 102,73 Ab* 77,14 Bb
Nao 184,72 Aa 70,25 Bc 152,15 Ab*
Jasmonato de metila Sim 79,86 Ba 74,31 ABa 71,31 Ba
Nao 66,25 Bb 120,42 Aa* 58,167 Bb
________________________________ COUMESTROL(ngmg?) . . ... ...
Agua Sim 0,00 Bb 0,84 Bab* 1,15 Aa*
Nao 0,00 Ba 0,00 Ba 0,00 Ba
Tween 20 Sim 4,05 Aa* 3,73 Aa* 1,11 Ab
Nao 1,55 Aa 1,44 Aa 1,45 Aa
Jasmonato de metila Sim 0,78 Ba 0,73 Ba 1,05 Aa
N&o 0,52 Ba 0,64 ABa 0,68 Aba

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05),
sendo que letras maiusculas na coluna comparam os produtos dentro de cada periodo de
avaliacéo e inoculacdo, e letras minusculas na linha comparam os periodos de avaliagdo
dentro de cada produto e inoculagdo. A presenga de asteriscos indica que as médias
inoculadas ou ndo diferiram entre si pelo teste de F (p<0,05) dentro de cada produto e
periodo de avaliag&o.

Como pode ser observado na tabela 1, a aplicagdo do surfactante Tween
20 promoveu o acumulo de genisteina, daidzina, malonil daidzina, malonil
genistina e coumestrol. As concentragdes destes compostos foram superiores nas
plantas pulverizadas com este produto e ndo inoculadas, em comparagdo com
plantas controle (aplicacdo de &gua). Para os compostos daidzina e malonil
genistina esse acumulo foi maior apenas nos dois primeiros periodos de
avaliacdo. Por outro lado, 0 aumento na concentracdo de malonil daidzina e
coumestrol foi superior em todos os periodos, genisteina no periodo de 96 hai.
Os compostos daidzeina e genistina ndo foram influenciados pela aplicacdo
apenas do Tween 20.

Corroborando os resultados obtidos neste ensaio, Graca (2012) também

verificou que o Tween 20 desencadeou a producdo dos compostos fendlicos



51

malonil daidzina, malonil genistina e coumestrol. Entretanto, em contradigdo aos
resultados aqui obtidos, o composto daidzeina também aumentou com a
aplicacdo de Tween 20 (GRACA, 2012).

Nas plantas que receberam a aplicacdo de Tween 20 e foram inoculadas
houve maior acimulo de daidzina, genistina, malonil daidzina, malonil genistina
e coumestrol em relacdo as plantas que foram pulverizadas com agua (Tabela 1).
Para esses compostos o actimulo foi significativo nos dois primeiros periodos de
avaliagdo. Os compostos daidzeina e genisteina também aumentaram, mas
apenas nos periodos de 96 hai e 48 hai, respectivamente.

No periodo de 144 hai, nas plantas inoculadas, a concentragéo de todos
estes compostos foi superior nas plantas que foram pulverizadas com agua em
relacdo ao Tween 20, exceto para o coumestrol, que se observou diferenga entre
plantas inoculadas e ndo inoculadas (Tabela 1). Esse resultado fornece indicios
de que apo6s a infeccdo com a ferrugem, o efeito do Tween 20 na indugdo dos
compostos observados é rapido, mas temporario.

O efeito indutor do Tween 20 em alguns compostos fenolicos (Tabela 1),
aliado ao aumento da atividade de enzimas de resposta de defesa (Figura 8) e a
reducdo da severidade da ferrugem asiatica (Figuras 6 e 7), comprovam o efeito
eliciador do Tween 20, conforme discutido anteriormente no item 4.1. Desta
forma, a indugdo de resisténcia de plantas de soja tratadas com Tween 20 foi
relacionada ao estimulo de substancias do metabolismo secundario da planta e
seu efeito na reducdo da severidade da ferrugem asiética, devido ao aumento da
producdo de compostos como genisteina e malonil genistina. Sendo assim, além
da importancia nos estudos biolégicos como agente surfactante, o Tween 20
pode exercer atividade elicitora de semioquimicos em folhas de plantas de soja,
conforme também observado por Gragca (2012). Ressalta-se a importancia de
verificacdo dos critérios metodolégicos uma vez que o composto Tween 20

utilizado como surfactante para o eliciador jasmonato de metila também
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funciona como eliciador. E que muitas respostas observadas e atribuidas a
efeitos exclusivos do jasmonato de metila podem estar superestimadas pelo
efeito exercido pelo préprio surfactante.

Nas plantas ndo inoculadas, o0 JM + T20 aumentou a concentracdo de
daidzeina, genisteina, daidzina, malonil daidzina e coumestrol (Tabela 1). No
periodo de 96 hai, nas plantas ndo inoculadas o jasmonato de metila promoveu o
maior acimulo de genistina em relagdo ao Tween 20 e a &gua. Para a malonil
genistina nos demais periodos o efeito foi menor que o de Tween 20, porém
maior que a agua, enquanto que para a genistina os produtos ndo diferiram nos
demais periodos.

Em soja, 0s jasmonatos sdo apontados como potencializadores do
acumulo da isoflavona genistina (GRAHAM; GRAHAM, 1991), conforme
também observado no presente trabalho. Corroborando com os resultados
obtidos neste ensaio, a aplicagdo de JM + T20 em plantas de soja induziu a
sintese de daidzeina e genisteina (MA; ZHAO, 2011). Segundo Graham (1999),
0s compostos daidzeina e genisteina, bem como o0s seus conjugados,
desempenham mudltiplos papéis na defesa da soja, sendo inclusive diretamente
toxicos para alguns patdgenos, como Phytophthora sojae.

A inducdo sistémica em soja foi também observada por Park et al.
(2002), que, avaliando os efeitos de jasmonatos e outros indutores quimicos,
observaram inducdo de daidzeina e genisteina em tecidos distantes do ponto de
indugdo. Como alguns genes que codificam para compostos de defesa estdo sob
controle da rota do jasmonato (TURNER et al., 2002), a pulverizagdo com JM +
T20 pode ter desencadeado a sintese dos isoflavonoides como resposta de defesa
da soja.

Apo6s 144 hai a concentragdo dos compostos malonil genistina,
daidzeina, genisteina, malonil daidzina foram superiores nas plantas

pulverizadas com agua em relagdo aos demais produtos (Tabela 1). Com estes
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resultados pode-se ressaltar que a ferrugem é o fator que mais influencia no
acumulo destes compostos, conforme discutido anteriormente.

O Tween 20 promoveu 0 maior aumento do coumestrol nos periodos de
48 e 96 hai e da daidzeina no periodo de 96 hai, em relacdo aos demais produtos
(Tabela 1), comprovando o seu efeito elicitador. Em plantas inoculadas, no
periodo de 96 hai, 0 jasmonato induziu o acimulo de genistina em relacdo ao
Tween 20 e a 4gua. No entanto, no periodo de 48 hai, 0 Tween 20 promoveu 0
maior acumulo em relagdo aos demais produtos.

A concentracdo de rutina apresentou um comportamento distinto dos
demais compostos fendlicos (Tabela 2). No desdobramento da interacdo entre
produtos e periodo de avaliagdo, pode-se observar que somente no periodo de 48
hai foram observadas diferencas significativas entre os produtos aplicados,
sendo que o Tween 20 reduziu a concentracdo de rutina em relagcdo aos demais
produtos. Através do desdobramento da interacdo entre inoculagédo e periodo de
avaliacdo, pode-se verificar que a concentracao de rutina no periodo de 48 hai e
144 hai foi menor nas plantas que foram inoculadas em comparagéo com as nao
inoculadas. Nas plantas inoculadas ndo foram observadas diferengas entre os
produtos aplicados, enquanto nas ndo inoculadas o Tween 20 reduziu a
concentracdo de rutina em relacdo a agua e ao jasmonato de metila + Tween 20

(JM + T20) (Desdobramento da interacdo entre inoculagao e produtos).
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Tabela 2 Concentracdo temporal de rutina em folhas de soja (Glycine max)
submetidas a aplicagdo de diferentes produtos e inoculadas ou néo
com Phakopsora pachyrhizi

Periodo de avaliacéo (hai)

Produtos
48 96 144

Agua 43,84 Aa 28,60 Ab 25,63 Ab

Tween 20 21,97 Ba 19,20 Aa 23,44 Aa

Jasmonato de metila 38,51 Aa 23,55 Ab 33,03 Aab
________ Inoculagdo

Sim 27,02 Ba 20,60 Aab 16,55 Bb

N&o 42,53 Aa 26,97 Ab 38,17 Aa

Produtos
Inoculacdo T T T T T T 3 9smonato de
¢ Agua Tween 20 Jasmongto de

______________________________________________________________________________ Metila

Sim 22,05 Ba 18,8 Aa 23,32 Ba

N&o 43,33 Aa 24,27 Ab 40,07 Aa

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). No
desdobramento das interaces entre produtos e periodo de avaliacdo, letras maidsculas
comparam produtos dentro de cada periodo de avaliacdo, enquanto letras mintsculas
comparam periodos de avaliagdo dentro de cada produto aplicado. No desdobramento da
interacdo entre inoculacdo e periodo de avaliacdo, letras mailsculas comparam
inoculacdo dentro de cada periodo de avaliagdo, enquanto letras mindsculas comparam
periodos de avaliagdo dentro da presenca ou auséncia de inocula¢do. No desdobramento
da interacdo entre inoculagdo e produtos, letras mailsculas comparam inoculagdo dentro
de cada produto, enquanto letras mindsculas comparam produtos dentro da presenca ou
auséncia de inoculagéo.

A rutina é conhecida por atuar negativamente no desenvolvimento e
biologia de lagartas como Anticarsia gemmatalis (HOFFMANN-CAMPO et al.,
2006), Pseudoplusia includens (ROSE; SPARKS; SMITH, 1988) e Trichoplusia
ni (HOFFMANN-CAMPO et al.,, 2001). Dentre as formas de atuacdo é
evidenciado que este composto pode induzir a hidrélise de fosfolipidios das
membranas, alterando as barreiras e a permeabilidade das membranas celulares
(GAZZONI et al., 1997).
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No entanto, sdo escassos relatos da relacdo da rutina em infecgdes
fangicas. No trabalho de Lagrange, Jay-Allgmand e Lapeyrie (2001) a atividade
deste flavonol foi testada em variedades de fungos micorrizicos e saprofitas, no
qual eles observaram que este composto promove o crescimento das hifas de
Pisolithus tinctorius.

Ao se analisar a rota de biossintese da rutina, verifica-se que a
naringenina é o precursor comum para a sintese deste flavonol e da isoflavona
genisteina (DHAUBHADEL, 2011). No presente trabalho, a genisteina
aumentou com a inoculagdo, assim como com a aplicacdo do Tween 20 e JM +
T20, enquanto a rutina reduziu com a inoculagdo e também com a aplicacdo do
Tween 20. Possivelmente, a relagdo inversa entre estes dois compostos pode
estar relacionada com desvio de rota na utilizacdo de esqueletos de carbono para
a biossintese.

Corroborando com os resultados obtidos neste ensaio, Graga (2012)
também verificou reducdo da rutina nos mesmos periodos apos aplicagdo do
Tween 20. Entretanto a redugdo da concentracdo desse composto devido a
aplicacdo de cis-jasmone (GRACA, 2012) é discrepante ao ocorrido neste
trabalho onde a concentracdo permaneceu constante apos a aplicacdo de JM +
T20.

A reducdo da rutina em plantas inoculadas também pode ser explicado
pelo desvio da rota para a biossintese de genisteina, uma vez que este composto
aumentou em plantas inoculadas, conforme p6de ser evidenciado na tabela 1.

Esperava-se que Phakopsora pachyrhizi ativasse a rota de defesa
relacionada com o acido salicilico por se tratar de um fungo biotréfico (BARI,
JONES, 2009). Entretanto, ocorre 0 envolvimento predominante de &cido
jasménico durante as fases iniciais da ferrugem asiatica imitando um fungo
necrotréfico (LOEHRER et al., 2008). Sendo assim, a baixa concentracdo de

rutina nas plantas inoculadas com ferrugem asiatica neste trabalho fornece
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subsidio para esta discussdo, uma vez que Sun et al. (2012) observaram que a
rutina foi aumentada apds a aplicagdo de &cido salicilico.

4.4 Avaliacbes de trocas gasosas

Com os resultados das analises de variancia das trocas gasosas e
pigmentos clorofilianos, podem se observar que tais varidveis analisadas
apresentaram comportamento distinto em relacdo aos fatores estudados
(APENDICE B). A taxa fotossintética ndo foi influenciada pelos produtos
aplicados, no entanto, variou devido a inoculagcdo com o patdgeno da ferrugem
asiatica e com o tempo decorrido apos a inoculagéo (periodo de avaliacéo), bem
como pela interacdo entre estes fatores. Os pigmentos clorofilianos foram
influenciados pela inoculacdo e periodo de avaliagdo isoladamente e pela
interagdo entre os produtos aplicados e a inoculacéo.

A condutancia estomatica foi influenciada por todos os fatores estudados
de maneira isolada e pelas interagdes duplas entre eles, ou seja, produto x
inoculacdo, tratamento x data de coleta e inoculagdo x data de coleta
(APENDICE B). A concentragio intracelular de CO, variou de acordo com o
tempo decorrido ap6s a inoculagdo, bem como pela interacdo entre os produtos
aplicados com a inoculagdo e com os periodos de avaliagao.

A taxa de transpiragdo foi influenciada por todos os fatores estudados de
maneira isolada e pelas interacdes entre eles (APENDICE B). A temperatura
foliar variou de maneira semelhante ao observado para a taxa de transpiracao,
exceto pela interacdo entre produtos aplicados e inoculacdo, que ndo foi
significativa.

A eficiéncia de carboxilagdo variou com a inoculagdo e periodo. A

eficiéncia instantanea do uso da agua foi influenciada apenas pelo periodo de
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avaliacdo e pela interacdo entre inoculagdo e periodo. A razdo entre
concentragdes de CO, intra/extracelular variou apenas com o periodo.

A inoculacdo com o patdgeno da ferrugem asiatica proporcionou
reducdo na taxa fotossintética das plantas de soja, em todos o0s periodos
avaliados (Figura 11). Embora, ndo tenham sido encontrados na literatura
trabalhos que tratem especificamente do efeito da ferrugem asiatica da soja
sobre as trocas gasosas, estudos com outros patossistemas tém comprovado a
reducdo na taxa fotossintética sob infecgdes fungicas (BASTIAANS, 1991;
SCHARTE et al., 2005; SWARBRICK et al., 2006).

20

18 A Aa

16 A Ba

Bb

8 Cb

A (umol de CO, m™2 s'l)
=

0 T T
39 87 135 183

Periodo de avaliagdo (hai)

1 Nao inoculado I Inoculado

Figura 11 Taxa fotossintética (A) em folhas de soja ap6s inoculagdo com
Phakopsora pachyrhizi e no controle (ndo inoculado)

Nota: A barra de erro da figura corresponde ao erro padrdo da média de 18 repetices.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05), sendo que letras minusculas comparam as inocula¢des dentro de cada
periodo de avaliacdo, e letras mailsculas comparam periodos dentro de
inoculacéo.
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Poderia se inferir que a reducdo da taxa fotossintética nas plantas
infectadas com a ferrugem asiatica foi devido a destrui¢do dos tecidos foliares
gue acarretaria em amarelecimento e desfolha prematura com o avanco da
doenca (ANDRADE; ANDRADE, 2002). No entanto, durante o periodo
avaliado, ndo foram observadas alteragdes visuais significativas e nem abscisao
no limbo foliar. Segundo Goellner et al. (2010), os sintomas visuais iniciam
entre cinco a oito dias apds a inoculagao.

A explicagdo mais provavel entdo para a reducdo na taxa fotossintética
das plantas infectadas com a ferrugem asiatica é a ocorréncia de algum dano no
aparato fotossintético, provavelmente porque alteracbes metabdlicas precedem
alteragOes visuais. Segundo Bastiaans (1991), a brusone do arroz, causada pelo
fungo Pyricularia oryzae, reduziu a fotossintese ndo s6 devido a diminuigdo da
area fotossinteticamente ativa, mas também através de um efeito na fotossintese
do tecido foliar verde remanescente.

Estresses bioticos e ou abidticos resultam em aumento na energia de
excitacdo, o que excede a quantidade requerida ao metabolismo fotossintético
(ASADA, 1999). O excesso da energia de excitacdo € altamente prejudicial as
plantas, levando a destruicdo dos centros de reacdo dos fotossistemas e a danos
oxidativos (MATEO et al., 2004).

Berger et al. (2007) propuseram que as plantas reprimem a fotossintese e
a assimilagdo para aumentar a respiragdo e Outros processos necessarios a
defesa. No entanto, a interagdo com patdgenos aumenta a demanda por
assimilados na planta, uma vez que inducdo da defesa é dispendiosa (HEIL;
BOSTOCK, 2002; SWARBRICK et al., 2006) e muitos agentes patogénicos
tentam manipular o metabolismo de carboidratos da planta para sua propria
necessidade (BERGER et al., 2007).

A taxa fotossintética variou com o periodo de avaliagdo tanto em plantas

inoculadas como néo inoculadas, contudo, de maneira distinta (Figura 11). Nas
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plantas ndo inoculadas a taxa fotossintética foi superior no periodo de 87 hai,
seguido de 39 e 183 hai, que ndo variaram entre si. Para estas plantas, no periodo
de 135 hai, foi observada a menor taxa fotossintética. E natural que as plantas
apresentem pequenas variagdes nas trocas gasosas ao longo do tempo, mesmo
gue ndo submetidas a nenhum tratamento (Figura 4). Este parametro fisiolégico
é muito influenciado por pequenas variacdes nas condi¢cbes do ambiente, 0 que
pode ser observado mesmo quando as plantas estdo sendo cultivadas em
condigdes controladas.

Nas plantas inoculadas a taxa fotossintética decresceu nos dois Gltimos
periodos avaliados, sendo menor no periodo de 135 hai em relagdo a 183 hai.
Este declinio, evidenciado nos ultimos periodos avaliados, provavelmente foi
acarretado pelo avango da infeccéo.

Embora a taxa fotossintética ndo tenha sido influenciada pelos produtos
aplicados, em diversos trabalhos tem sido evidenciado que a aplicacdo de
jasmonato de metila causa declinio na atividade fotossintética (HRISTOVA;
POPOVA, 2002; ROSSATO et al., 2002; NAYYAR; GUPTA, 2006). Cheong e
Choi (2003) relataram que os genes envolvidos na fotossintese sdo reprimidos
pela agdo do jasmonato de metila, como no caso da ribulose difosfato
carboxilase/oxigenase, proteina de ligagdo clorofila a/b, e captador de luz do
complexo Il. No entanto, esse composto promoveu aumento na taxa
fotossintética em plantas de artemisia (AFTAB et al., 2011).

A inoculagdo acarretou em reducdo no teor de pigmentos clorofilianos
nas plantas que foram pulverizadas com JM + T20 e Tween 20 (Figura 12 A).
Até o periodo avaliado apenas a inoculagdo com o patdgeno ndo alterou a
concentragdo dos pigmentos. Este fato estd de acordo com o observado
visualmente, uma vez que durante o0 periodo de avaliagio ndo foram

evidenciados amarelecimento significativo do limbo. Com estes resultados pode-
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se concluir que a aplicacdo dos produtos agravou o efeito da inoculacdo sobre os
pigmentos fotossintéticos.
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Figura12 (A) Teor de clorofila em folhas de soja inoculadas ou ndo com
Phakopsora pachyrhizi e submetidas a aplicacdo foliar de &agua,
Tween 20 e jasmonato de metila; (B) Concentracdo temporal de
pimentos clorofilianos
Nota: A barra da figura A corresponde ao erro padrdo da média de 24 repeticdes e da
figura B de 36 repeticGes. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p<0,05). Para a figura A, letras minisculas comparam as
inoculagbes dentro de cada produto, e letras mailsculas comparam produtos
dentro de inoculagéo.

Nas plantas ndo inoculadas o maior acumulo de pigmentos clorofilianos
foi obtido ap6s a pulverizagdo com o Tween 20 em comparagdo com a agua. No
entanto, 0 JM + T20 ndo diferiu dos demais tratamentos (Figura 12 A). Por outro
lado, nas plantas inoculadas, o0 JM + T20 promoveu reducdo no teor de
pigmentos clorofilianos em relagdo a 4gua, contudo, o Tween 20 néo diferiu dos
demais tratamentos.

Né&o foram encontrados na literatura trabalhos que avaliem a influéncia
do Tween 20 no acumulo de pigmentos fotossintéticos. Por outro lado,
corroborando 0s resultados obtidos neste ensaio, diversos autores tém

demonstrado que a aplicacdo de jasmonato de metila reduz o teor de clorofila em
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plantas de soja (ANJUM et al., 2011), em canola (ROSSATO et al., 2002) e em
Arabidopsis (JUNG, 2004). No entanto, ao contrério do que ocorreu neste
trabalho, o jasmonato de metila promoveu aumento no teor de clorofila total em
artemisia (AFTAB et al., 2011).

O teor de pigmentos clorofilianos também variou em funcéo do periodo
de avaliacdo (Figura 12 B). Foi observada uma reducgdo ap6s 87 hai, um breve
aumento no periodo seguinte (135 hai), e 0 maior contetdo no Gltimo periodo de
avaliagdo, que ndo diferiu do primeiro. Estas alteracdes no teor de pigmentos ao
longo do tempo também podem ser explicadas, conforme relatado para a taxa
fotossintética, em funcdo de pequenas variagbes no ambiente de cultivo.

A inoculagdo promoveu reducdo na condutancia estomatica em todos os
periodos avaliados, exceto no primeiro periodo, que ndo diferiu (Figura 13 A) e
independente dos produtos aplicados (Figura 13 B).

Conforme discutido anteriormente, em situacdes de estresses ambientais
ocorre um aumento na energia de excitacdo, que excede a quantidade requerida
no metabolismo fotossintético (ASADA, 1999). O aumento na energia de
excitacdo tem sido associado com reducdo na assimilacdo do CO, causado pelo
decréscimo na condutancia estomatica e aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio (MATEO et al., 2004). As espécies reativas de oxigénio
induzem o fechamento estomatico (MUNEMAGSA et al., 2007), mecanismo que
pode explicar a reducéo na condutancia.

Estudos da interacdo entre P. pachyrhizi e Arabidopsis, planta ndo-
hospedeira, comprovaram que espécies ndo-transformadas desta planta
infectadas por este fungo acumulam peréxido de hidrogénio (LOEHRER et al.,
2008), que pode ter acarretado em fechamento estomético no presente ensaio.

O fechamento estomatico acarreta decréscimo no influxo de CO,,
embora também resultem em menores perdas de vapor de agua via transpiracao.

Em situacBes de estresses bidticos este fato poderia ser muito prejudicial as
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plantas, uma vez que além do aumento da demanda por assimilados para a
resposta de defesa, ainda existe um dreno extra que sdo 0s agentes patogénicos
(BERGER et al., 2007).

No entanto, o fechamento estomatico sob estresse bidtico, como
infeccdo fungica, € uma estratégia que as plantas utilizam para evitar a
penetracdo dos agentes patogénicos atraves dos estdbmatos (GUDESBLAT,;
TORRES; VOJNO, 2009). Portanto, poderia ser uma estratégia vantajosa, uma
vez gque a maioria dos agentes etioldgicos de ferrugens utiliza os estbmatos para
iniciar o processo infeccioso em tecidos de hospedeiros suscetiveis (FERREIRA,
1989). No caso da ferrugem asiatica da soja causada por P. pachyrhizi esta
estratégia ndo é eficiente, uma vez que sua penetracdo ocorre de forma direta
pela epiderme intacta (ZAMBOLIN, 2006; GOELLNER et al., 2010), e, de
forma menos frequente, sob células guarda do estdmato ndo sendo observada a
formagdo de apressorios (ZAMBENEDETTI-MAGNANI; ALVES; ARAUJO,
2007).

Além disso, a reducdo na condutancia estomatica interfere na cadeia de
transferéncia de elétrons e reduz a entrada de CO, nos cloroplastos durante o
ciclo de Calvin (CURVELO et al., 2013). Com isso, havera excesso de NADPH
e os elétrons originarios da quebra da molécula de agua no fotossistema Il ndo
terdo NADP+ disponivel para reduzi-lo. Assim, havera um forte aumento na
quantidade de elétrons que, por sua vez, provocardo foto-oxidagdo da clorofila
nas antenas do fotossistema (BACELAR et al., 2006), o que pode explicar a
reducdo nos pigmentos clorofilianos observada neste ensaio (Figura 12 A).

O periodo de avaliagdo influenciou na condutancia estomética de
maneira distinta em plantas submetidas ou ndo & inoculagdo (Figura 13 A). Nas
plantas que ndo foram inoculadas a condutancia estomatica foi superior a 135
hai e ndo diferiu nos demais. Entretanto, nas plantas inoculadas, a maior

condutancia estomética foi observada apenas no primeiro periodo, reduzindo nos
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demais, que ndo diferiram entre si. Provavelmente, essa reducdo ao longo do

tempo também ocorreu devido ao avango da doenca.
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com Phakopsora pachyrhizi; (B) condutancia estomatica (gs) em
folhas de soja inoculadas ou ndo Phakopsora pachyrhizi que
receberam aplicacdo foliar de 4gua, Tween 20 e jasmonato de metila;
(C) condutancia estomatica temporal em soja que receberam

aplicacgdo de diferentes produtos

Nota: A barra da figura corresponde ao erro padrdo da média de 18, 24 e 12 repeti¢des,
respectivamente para as figuras A, B e C. Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Para a figura A letras mintusculas
comparam as inoculagcBes dentro de cada periodo de avaliagdo, e letras
maiusculas comparam os periodos dentro de inoculagdo. Para a figura B, letras
minGsculas comparam inoculagdo dentro dos produtos, e letras mailsculas
comparam produtos dentro de inoculagdo. Para a figura C, letras minusculas
comparam periodos dentro dos produtos, e letras maidsculas comparam produtos

dentro de periodo.
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A aplicagdo de Tween 20 e JM + T20 promoveu reducéo na condutancia
estomatica nas plantas que ndo foram inoculadas (Figura 13 B). Diversos
trabalhos relatam que o jasmonato de metila provoca fechamento estomatico em
varias espécies vegetais, de maneira semelhante ao ABA (MUNEMASA et al.,
2007; SAITO et al.,, 2008; HOSSAIN et al., 2011). Entretanto, ndo foram
encontrados na literatura trabalhos que avaliem a influéncia do Tween 20 no
fechamento estomatico.

Nas plantas pulverizadas com &gua a condutdncia estomatica foi
superior no primeiro periodo avaliado, decaindo nos demais (Figura 13 C). Com
0 Tween 20 e 0 JM + T20 o maior valor foi obtido no periodo de 135 hai,
reduzindo nos demais.

O JM + T20 e o Tween 20 promoveram redugdo da condutincia
estomatica no periodo de 39 hai (Figura 13 C). No entanto, no periodo de 135
hai o jasmonato de metila + Tween 20 promoveu aumento na condutancia
estomatica, embora este resultado tenha sido contrario ao observado na figura 13
B. Na maioria dos trabalhos é evidenciado que a aplicacdo de jasmonato de
metila induz o fechamento estomatico, conforme discutido anteriormente,
embora, em plantas de artemisia tenha sido observado aumento deste parametro
fisioldgico (AFTAB et al., 2011).

A concentracdo intracelular de CO, (Ci) ndo foi influenciada pelos
produtos nos dois primeiros periodos avaliados (Figura 14). O JM + T20 e 0
Tween 20 promoveram aumento no valor de Ci no periodo de 135 hai. O
aumento na concentracdo intracelular de CO,, proporcionado pela aplicacéo de
JM + T20 neste periodo, foi acompanhado pelo aumento da condutancia
estomética (Figura 13 C). No periodo de 183 hai 0 JM + T20 promoveu 0 maior
valor de concentracdo intracelular de CO, e o Tween 20 o menor, contudo, ndo

foram observadas diferencas significativas na condutancia estomatica.
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O aumento na concentracdo intracelular de CO, acompanhado do
fechamento estomatico pode ser um indicativo de que outros processos
fisioldgicos podem estar contribuindo para 0 aumento, como por exemplo uma
maior atividade respiratéria. Embora o valor de Ci ndo tenha sido influenciado
pela inoculacdo, é relatado que a atividade metabdlica das células da folha
aumenta a partir do momento da infeccdo, a qual é geralmente seguida por um

aumento na frequéncia respiratoria (BASSANEZI et al., 2001).
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Figura 14 Avaliacdo temporal da concentracdo intracelular de CO, (Ci) em
plantas de soja que receberam aplicacéo de diferentes produtos: agua,
Tween 20 e jasmonato de metila
Nota: A barra da figura corresponde ao erro padrdo da média de 12 repeticdes. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), sendo
que letras maitsculas comparam periodos de avaliacdo dentro de cada produto e
letras mindsculas comparam produtos dentro de cada periodo.
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Corroborando os resultados obtidos neste trabalho, a aplicagdo de
jasmonato de metila aumentou a concentracdo interna de CO, em plantas de
artemisia (AFTAB et al., 2011). Entretanto, resultados contrarios foram obtidos
em soja por Anjum et al. (2011), que verificaram que a aplicacdo de jasmonato
de metila reduziu a concentracdo intercelular de CO,.

Independentemente do produto aplicado, a inoculacdo promoveu
reducdo na taxa transpiratoria em todos os periodos avaliados, exceto a 39 hai
(Tabela 3). Estes resultados estdo de acordo com os obtidos para a condutancia
estomatica (Figura 13 A), uma vez que o fechamento dos estbmatos ocasionou
menores perdas de vapor d’agua via transpiracdo, embora possa ter ocasionado
menor influxo de CO..

Segundo Bassanezi et al. (2001), o decréscimo na taxa de transpiragdo
pode ser consequéncia, além do fechamento estomatico, da reducdo no volume
de ar contido nos tecidos vegetais (resultante da presencga de hifas), bem como
da hipertrofia dos tecidos do mesofilo. Segundo Curvélo et al. (2013) em
algodoeiro infectado pelo fungo Ramularia areola, a reducdo na transpiracdo
possivelmente esta relacionada a destruicdo da cuticula e dos estbmatos e com o

rompimento do limbo foliar, o que afeta diretamente a condutancia estomatica.
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Tabela3 Transpiragdo (mmol de H,0 m? s™) em folhas de soja (Glycine max)
submetidas a aplicagdo de diferentes produtos e inoculadas ou nédo
com Phakopsora pachyrhizi

Periodo de avaliagdo (hai)
39 87 135 183
Sim 2,24 Aa 1,80Bb 1,25Bc 1,34 Ac

Produtos Inoculacgéo

Agua N0 215Ab 2,68 Aa* 1,99 Ab* 2,10 Ab*
Tween 20 Sim 223Aa  186ABb 168Ab  1,36Ac
Néo 213Ab  2,63Aa*  2,02Ab* 2,09 Ab*
Jasmonato de Sim 226Aa  202Ab  1,77Ac 137 Ad
metila N&o 2,18 Ab 2,62 Aa* 2,06 Ab* 2,12 Ab*

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05),
sendo que letras maiusculas na coluna comparam os produtos dentro de cada periodo de
avaliacdo e inoculagdo, e letras mindsculas na linha comparam os periodos de avaliacdo
dentro de cada produto e inoculagdo. A presen¢a de asteriscos indica que as médias
inoculadas ou ndo diferiram entre si pelo teste de F (p<0,05) dentro de cada produto e
periodo de avaliag&o.

Dependendo do modo de infecgdo, a taxa de transpiragdo pode aumentar
ou diminuir (OKORSKI et al., 2008). Em plantas atacadas por agentes
patogénicos biotréficos tem sido observado aumento na transpiragdo (MAYER;
STAPLES; GIL-AD, 2001). Por outro lado, fatores patogénicos necrotréficos
podem causar fechamento dos estdmatos, mesmo se a severidade da doenca for
baixa (MAYER; STAPLES; GIL-AD, 2001), o que por sua vez diminui a taxa
de transpiracdo (OKORSKI et al., 2008).

O pat6égeno causador da ferrugem asiatica apresenta caracteristica de
fungo necrotréfico nas etapas iniciais de infeccdo e, quando atinge a camada
foliar do mesofilo, passa a comportar-se como patdgeno biotréfico por meio da
formacdo de haustérios (LOEHRER et al., 2008). E possivel que o
comportamento do patdgeno tenha sido responsavel pelo fechamento estomatico
e a consequente redugdo na transpiragéo.

Em todas as plantas inoculadas, observou-se reducdo na taxa
transpiratoria ao longo do periodo avaliado, com pequenas variagdes entre 0s
produtos aplicados. Nas plantas ndo inoculadas a taxa transpiratoria foi superior

no periodo de 87 hai independente do produto aplicado. Provavelmente este
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aumento foi acarretado por alguma pequena variagdo no ambiente uma vez que
ndo houve diferenca entre os produtos aplicados (Tabela 3).

Nas plantas ndo inoculadas ndo foram observadas diferencas entre o0s
produtos aplicados em todos os periodos de avaliacdo (Tabela 3). Estes
resultados sdo discordantes aos obtidos por Anjum et al. (2011), que verificaram
gue a aplicacdo de jasmonato de metila em soja reduz a transpiracao.

Nas plantas inoculadas somente nos periodos de 87 e 135 hai foram
observadas diferencas entre os produtos aplicados (Tabela 3). Nestes periodos o
JM + T20 promoveu aumento na transpiragdo em relacdo a 4gua. No periodo de
135 hai o Tween 20 também promoveu aumento na transpiracdo em relagdo a
agua, contudo ndo diferiu do JM + T20.

No periodo de 135 hai a aplicacdo de jasmonato de metila promoveu
aumento na condutancia estomatica (Figura 13 C), que foi acompanhado pelo
aumento na concentracdo intracelular de CO, (Figura 14). Possivelmente, o
aumento na transpiragdo neste periodo foi devido ao aumento na condutancia
estomatica.

Independente do produto aplicado, em todos os periodos avaliados, a
inoculagdo promoveu aumento na temperatura foliar, exceto no periodo de 97
hai, quando nas plantas ndo inoculadas foi superior (Tabela 4). Embora a
temperatura foliar ndo tenha sido significativamente afetada pela doenca causada
por molicutes no milho, Magalhdes et al. (2001) relataram que redugdes na taxa
de transpiracdo podem causar aumento na temperatura da folha, uma vez que o
resfriamento foliar se torna mais limitado. Este fato pode explicar o aumento na
temperatura foliar, pois a inoculacdo promoveu reducdo na taxa transpiratoria
(Tabela 3).
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Tabela4 Temperatura foliar de soja (Glycine max) submetidas a aplicagédo de
diferentes produtos e inoculadas ou ndo com Phakopsora pachyrhizi
Periodo de avaliacdo (hai)

Produtos Inoculacgéo 39 87 135 183
Agua Sim 25,84 Ba* 24,33 Bb 24,70 Ab* 25,47 Aa*
Néao 25,28 Ba 25,05 Ba* 23,15Ac  2455Bb
Tween 20 Sim 26,32 Aa* 25,02 Ac 24,00 Bd* 25,70 Ab*
Néo 25,73 Aa 25,38 ABa* 23,35 Ac 24,77 ABb
Jasmonato Sim 26,55 Aa* 25,08 Ac 24,05 Bd* 25,58 Ab*
de metila Néao 25,90 Aa 25,47 Aab* 2335Ac 25,03 Ab

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05),
sendo que letras maiusculas na coluna comparam os produtos dentro de cada periodo de
avaliacdo e inoculagdo, e letras minudsculas na linha comparam os periodos de avaliacdo
dentro de cada produto e inocula¢do. A presenca de asteriscos indica que as medias
inoculadas ou ndo diferiram entre si pelo teste de F (p<0,05) dentro de cada produto e
periodo de avaliag&o.

Nas plantas ndo inoculadas, para todos os produtos aplicados, foi
observada reducdo na temperatura foliar nos periodos de 135 e 183 hai, com
menor valor a 135 hai (Tabela 4). Nas plantas inoculadas e pulverizadas com
agua foi observada redugdo na temperatura foliar nos periodos de 87 e 135 hai.

A aplicagdo do Tween 20 e do JM + T20 e posterior inoculagéo
promoveram reducdo na temperatura foliar ao longo do periodo de avaliagéo,
com maior valor no periodo de 39 hai, seguido de 183, 87 e 135 hai (Tabela 4).
Nas plantas inoculadas a aplicagdo de JM + T20 promoveu aumento na
condutancia estomatica (Figura 13 C), que foi acompanhado pelo aumento da
concentracgdo intracelular de CO, (Figura 14) e aumento na transpiracdo (Tabela
3). Provavelmente a reducdo da temperatura foliar foi devida ao aumento da
condutancia estomatica e consequentemente da transpiragéo.

Nos periodos de 39 e 87 hai nas plantas inoculadas, o Tween 20 e 0 JM
+ T20 promoveram aumento na temperatura foliar, enquanto no periodo de 135
hai acarretaram em reducgéo (Tabela 4). Nas plantas que ndo foram inoculadas,

no periodo de 39 hai, o Tween 20 e 0 JM + T20 promoveram aumento na
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temperatura foliar. Nos periodos de 87 e 135 hai este comportamento foi
mantido, exceto pelo Tween 20 que ndo diferiu dos demais produtos.

A inoculacdo promoveu reducdo na eficiéncia de carboxilacdo (Figura
15 A). No periodo de 87 hai foi obtido o maior valor de eficiéncia de
carboxilagdo, seguido de 39 e 183 hai, que ndo diferiram entre si. O menor valor
foi obtido no periodo de 135 hai. A reducdo na eficiéncia da carboxilacdo foi
determinada pelas taxas fotossintéticas (Figura 11) em plantas inoculadas uma
vez que a concentracgdo interna de carbono (Figura 14) ndo foi influenciada pelo
patégeno. Como a reducdo na fotossintese ndo foi acompanhada pelo aumento
de Ci, pode-se sugerir que a assimilacdo decrescente ndo é unicamente devida a
diminuicdo na transferéncia de CO, a partir da atmosfera, podendo ser devida a
reducdo da eficiéncia de carboxilacdo, o que evidencia que a queda na
fotossintese foi devida a danos no aparato fotossintético, conforme discutido

anteriormente.
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Figura 15 Eficiéncia de carboxilagdo (A/Ci) em plantas de soja. (A) plantas
inoculadas e ndo com Phakopsora pachyrhizi, (B) em diferentes
periodos de avaliagdo

Nota: A barra da figura corresponde ao erro padrdo da média de 72 e 36 repeticOes,

respectivamente para as figuras A e B. Médias seguidas de mesma letra nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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A eficiéncia instantanea do uso da agua foi inferior nas plantas que
foram inoculadas no periodo de 39 e 135 hai (Figura 16). Entretanto, no periodo

de 87 hai, este resultado foi invertido. Nas plantas ndo inoculadas a eficiéncia do

uso da agua foi menor apenas no periodo de 135 hai. A reducdo da eficiéncia

neste periodo provavelmente foi devido ao aumento da transpiracdo (Tabela 3)

acarretado pelo aumento na condutancia estomatica (Figura 13 A).
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Figura 16 Eficiéncia instantdnea do uso da agua (A/E) em plantas de soja
inoculadas e ndo com Phakopsora pachyrhiz em diferentes periodos

de avaliacdo

Nota: A barra da figura corresponde ao erro padrdo da média de 18 repeticdes. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
minusculas comparam as inoculagBes dentro de cada periodo de avaliagdo, e
letras maitsculas comparam os periodos dentro de inoculacéo.
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Somente foram observadas diferengas na razdo entre concentracdo
interna e ambiente de CO, com o periodo de avaliagdo, sendo o maior valor
observado no periodo de 135 hai, seguido de 39 e 183 hai, que nédo diferiram
entre si (Figura 17). O menor valor foi obtido no periodo de 87 hai.

Provavelmente, o aumento da rela¢do no periodo de 135 hai (Figura 17)
foi devido ao aumento na condutancia estomatica que ocorreu devido aplicacdo
de Tween 20 e JM + T20 neste mesmo periodo (Figura 13 B), que acarretou em
aumento no valor de Ci (Figura 14) e transpiracdo (Tabela 3) e reducdo na

temperatura da folha (Tabela 4).
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Figura 17 Razéo entre concentragdes de CO, intra/extracelular (Ci/Ca) em
plantas de soja inoculadas e ndo com Phakopsora pachyrhiz em
diferentes periodos de avaliacdo

Nota: A barra da figura corresponde ao erro padrdo da média de 18 repetices. Médias

seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
minGsculas comparam as inoculagfes dentro de cada periodo de avaliagdo, e
letras maitsculas comparam os periodos dentro de inoculagdo.
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Embora a razéo entre concentragéo interna e ambiente de CO, nédo tenha
sido influenciada nem pelos produtos aplicados e nem pela inoculagdo com o
patégeno da ferrugem asiatica. Curvélo et al. (2013) relataram que a infec¢édo
pelo fungo R. aréola afetou negativamente a razdo entre concentracao interna e

ambiente de CO, em plantas de algodoeiro.
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5 CONCLUSAO

A inoculacdo com Phakopsora pachyrhizi promoveu aumento na
atividade das enzimas quitinase e $-1,3-glucanase, na qualidade e quantidade
dos compostos fendlicos. Reducdo na eficiéncia fotossintética expressada pela
reducdo dos pardmetros ecofisioldgicos.

Jasmonato de metila + Tween 20 e Tween 20 podem ser considerados
compostos indutores de resisténcia a ferrugem asidtica em soja. Sendo que a
associagdo deste dois compostos (JM + T20) podem intensificar as respostas de
resisténcia ao patogeno.

A inducdo de resisténcia promovida por estes compostos pode ser
correlacionada com atividade da quitinase e pf-1,3-glucanase e alteracdo
quantitativa e qualitativa no perfil dos compostos fenélicos.

Aplicacdo de jasmonato de metila e Tween 20 intensificou o efeito
negativo da inoculacdo na condutancia estomatica e transpiracdao, sem contudo

alterar a fotossintese.
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APENDICE

APENDICE A Valores de QM obtidos das anélises de variancia para producio de compostos fenélicos em folhas de Glycine max

Valor de QM
Fontes de variacio Malonil Coumestro Daidzein Genistein Malonil
¢ Daidzina Rutina genistina I a a Genistina daidzina
(ng/mg) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg)  (ng/mg)  (ng/mg)  (ng/mg) (ng/mg)
1372,26** 1586,58**
Produto (Prod) 7240,76%** * 92957,64*** 35,66***  1,75** 0,74* * 61307,04***
11968,61** 5675,73** 1773,33**
Inoculacdo (Inoc) * * 39749,79*** 17,12%** 11 45%** 4 71*** * 154712,14***
1131,36** 1483,77**
Periodo 315,61™ * 33684,90*** 1,01* 2,23%**  Q T4xE* * 14854,00***
Prod*Inoc 400,83™ 596,20** 18414,44*** 3,68*** 1,76** 0,02™ 443 ,96* 18905,94***
1484,79**
Prod*Periodo 4107,49***  378,47* 40524,40*** 4, 14%*%* 2 T3FRE D GRFF* * 49537,05%**
Inoc*Periodo 495,49™ 530,13* 9122,77*** 1,13* 2,28%** 1 48*** 56,83™ 14445,83***
Prod*Inoc*Period
0 3897,81***  161,73"™ 20605,91*** 3,74%** D Bg*** 0,88**  748,36***  34321,59***
Residuo 230,63 121,2 525,85 0,43 0,22 0,17 112,59 738,59

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ™ ndo significativo p>0,05.

68



APENDICE B Valores de quadrados médios (QM) obtidos das analises de variancia para a taxa fotossintética (A), teor de clorofila,
condutancia estomatica (gs), concentracao intracelular de CO, (Ci), taxa de transpiracdo (E), temperatura foliar (°C), eficiéncia de
carboxilagdo (A/Ci), eficiéncia instantanea do uso da agua (A/E), eficiéncia do uso da radiacdo (A/PAR) e razdo entre concentragdes
de CO, intra/extracelular (Ci/Ca) e de soja que receberam aplicacdo de jasmonato de metila, Tween 20 ou agua, foram inoculadas ou
ndo com Phakopsora pachyrhizi, avaliadas em quatro épocas. Os resultados correspondem a média de seis repeticdes

Valor de QM
Fontes de Teor de
variagéo A clorofila 0s Ci E °C A/Ci A/E Ci/Ca
Produto (Prod)  0,79™  0,23x10°™  0,03* 969,42™  0,14***  1,38***  03x10°™ 0,97 2,21x10™*™
Inoculagéo 333,40**  3,63x 10° 280,1x 10°
(Inoc) * Sk 2,09%** 103,07™ 7,77%%%  7.91%** S 0,98™  1,24x 10°™
274,02*%*  4,88x 10° 120703,87* 515,8x 100 27,36*  864,51x 10°
EpOC& * Sxxk 0,16*** Kk 2,71*** 29,24*** Sxxx Kk [
10,6x 10°
Prod*Inoc 0,21"™ Sekex 0,06*** 140,78"™ 0,11%** 0,12  1,02x 10  0,49™  22,69x 10"
Prod*Epoca 2,11™  0,21x10°™  0,06***  1394,97**  0,06**  0,57***  2,3x10°™  0,81"  28,09x 10™™
7,61%*
Inoc*Epoca 10,83*  0,19x 10°™  0,32***  950,94"  1,39*** 3 87***  g3x 10" * 25,46x 107
Prod*Inoc*Ep
oca 1,96™  0,04x 10°™  0,01™ 412,84" 0,04* 0,30**  22x10°™  0,53™  9,02x 10"
Residuo 3,49 0,10x 10° 0,01 442,65 0,02 0,08 3,5x 10° 0,93 13,16x 10™

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, "™ ndo significativo p>0,05.
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