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RESUMO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma leguminosa pertencente a familia Fabaceae, sendo uma
das principais culturas agricolas brasileira. Fatores bidticos, como a ocorréncia de fungos séo
responsaveis por ocasionar grandes perdas na produgéo desta cultura. O fungo Erysiphe diffusa,
agente etiolégico do oidio da soja, sdo fungos biotroficos que podem provocar perdas na
produtividade que variam de 10 a 35%. A principal medida de controle desta doenca é a
aplicacdo de fungicidas quimicos, entretanto a utilizacdo de elementos minerais como o cobre
sdo uma alternativa para o controle dessa doenca, uma vez que esse elemento possui
caracteristicas antifungica e acdo no sistema de defesa das plantas as quais promovem 0s
mecanismos em resposta ao ataque dos patdgenos. Neste contexto, o objetivo desse trabalho é
avaliar os efeitos da calda cuprica aplicada de modo isolado ou em associagdo com calcio e/ou
magnésio no manejo do oidio em soja e nas respostas de defesa das plantas. Os experimentos
foram realizados em casa de vegetacdo no Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Lavras, sendo conduzidos em delineamentos de blocos casualizados (DBC) com
quatro repeticdes. Os tratamentos foram constituidos por controle negativo (sem aplicacdo de
produtos), controle positivo (fungicida comercial) e seis tratamentos constituidos por diferentes
combinacg6es de doses de calcio, magnésio e cobre. Foram avaliadas a severidade do oidio com
base em uma escala diagramética e o crescimento das plantas. As plantas que apresentaram
menor severidade da doenca foram analisadas quanto as suas respostas de defesa, sendo
determinada a atividade das enzimas fenilalanina amonia-liase (PAL), peroxidase (POD),
catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD), quantificados os teores de compostos fenolicos
soluveis totais, lignina soltvel, clorofila A e B, fitoalexina gliceolina, coumestrol, daidzeina,
genisteina e gliciteina. Os resultados indicaram que a aplicacdo foliar de 1 kg/ha de sulfato
cobre associado a 0,5 Kg/ha GEOX € uma alternativa promissora no manejo de oidio na cultura
da soja. Também foi identificado que essa mesma dose pode atuar como eliciador do complexo
de enzimas antioxidantes (SOD, POD e CAT) que catalisam as espécies reativas de oxigénio
sem causar prejuizos no desenvolvimento das plantas de soja.

Palavras-chave: Erysiphe diffusa; Glycine max; controle de doencga; indutor de resisténcia;
respostas de defesa.



ABSTRACT

Soybean (Glycine max (L.) Merrill) is a legume belonging to the Fabaceae family and is one of
the main agricultural crops in Brazil. Biotic factors, such as the occurrence of fungi, are
responsible for causing significant losses in the production of this crop. The fungus Erysiphe
diffusa, the etiological agent of soybean powdery mildew, is a biotrophic fungus that can lead
to productivity losses ranging from 10 to 35%. The primary control measure for this disease is
the application of chemical fungicides. However, the use of mineral elements such as copper is
an alternative for controlling this disease, as this element possesses antifungal characteristics
and acts in the plant defense system, promoting mechanisms in response to pathogen attacks.
In this context, the objective of this study is to evaluate the effects of copper spray applied either
alone or in combination with calcium and/or magnesium in managing powdery mildew in
soybeans and in the defense responses of the plants. The experiments were conducted in a
greenhouse at the Department of Phytopathology, Federal University of Lavras, following
randomized block designs (DBC) with four replications. The treatments included a negative
control (no application of products), a positive control (commercial fungicide), and six
treatments consisting of different combinations of calcium, magnesium, and copper doses.
Powdery mildew severity was evaluated based on a diagrammatic scale, as well as plant growth.
Plants showing lower disease severity were analyzed for their defense responses, determining
the activity of the enzymes phenylalanine ammonia-lyase (PAL), peroxidase (POD), catalase
(CAT), and superoxide dismutase (SOD), quantifying the levels of total soluble phenolic
compounds, soluble lignin, chlorophyll A and B, phytoalexin glyceollin, coumestrol, daidzein,
genistein, and glycitein. The results indicated that foliar application of 1 kg/ha-1 copper sulfate
associated with 0.5 kg/ha GEOX is a promising alternative in the management of soybean
powdery mildew. It was also identified that this same dose can act as an elicitor of the complex
of antioxidant enzymes (SOD, POD, and CAT) that catalyze reactive oxygen species without
causing damage to the development of soybean plants.

Keywords: Erysiphe diffusa; Glycine max; disease control; inducer of resistance; defense
responses.



Impactos sociais, tecnolégicos, economicos e culturais

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma leguminosa pertencente a familia Fabaceae, é a
principal cultura do agronegocio brasileiro, desempenha um papel crucial na alimentagdo
animal, sendo uma fonte rica em proteina, e amplamente utilizada na producéo de 6leo vegetal
para o consumo humano. Fatores biéticos, como a ocorréncia de fungos séo responsaveis por
ocasionar grandes perdas na producao desta cultura. O principal meio de controle desses fungos
é através da utilizagdo de produtos quimicos dos quais encarece o custo de producgdo, havendo
risco de contaminacao ao meio ambiente. O fungo Erysiphe diffusa, agente etiologico do oidio
da soja, sdo fungos biotréficos que podem provocar perdas na produtividade que variam de 10
a 35%. A utilizacdo de elementos minerais como o cobre sdo uma alternativa para o controle
dessa doenca, uma vez que esse elemento possui caracteristicas antifingica e acdo no sistema
de defesa das plantas as quais promovem 0s mecanismos em resposta ao ataque dos patdgenos.
Neste contexto, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da calda clprica aplicada de
modo isolado ou em associa¢do com célcio e/ou magnésio no manejo do oidio em soja e nas
respostas de defesa das plantas. Os resultados desse indicaram que a aplicagéo foliar de 1 kg/ha
! de sulfato cobre associado a 0,5 Kg/ha GEOX é uma alternativa promissora no manejo de
oidio na cultura da soja, promovendo a ativacdo das enzimas antioxidantes (SOD, POD e CAT)
que catalisam as espécies reativas de oxigénio sem causar prejuizos no desenvolvimento das
plantas de soja, resultado na menor dependéncia da utilizacdo de produtos quimicos reduzindo
0s custos de producao e os possiveis danos causados ao meio ambiente pelo uso de agrotoxicos.

Social, technological, economic and cultural impacts

Soybean (Glycine max (L.) Merrill) is a legume belonging to the Fabaceae family, and it is the
main crop in Brazilian agribusiness. It plays a crucial role in animal feed, being a rich source of
protein, and widely used in the production of vegetable oil for human consumption. Biotic
factors, such as the occurrence of fungi, are responsible for causing significant losses in the
production of this crop. The primary means of controlling these fungi is through the use of
chemical products, which increases production costs and poses a risk of environmental
contamination. The fungus Erysiphe diffusa, the etiological agent of soybean powdery mildew,
is a biotrophic fungus that can cause productivity losses ranging from 10 to 35%. The use of
mineral elements such as copper is an alternative for controlling this disease since this
element has antifungal characteristics and acts in the plant's defense system, promoting
mechanisms in response to pathogen attacks. In this context, the aim of this study was to
evaluate the effects of copper sulfate applied either alone or in association with calcium
and/or magnesium in managing soybean powdery mildew and in the defense responses of the
plants. The results indicated that foliar application of 1 kg/ha-1 of copper sulfate associated
with 0.5 kg/ha of GEOX is a promising alternative in managing powdery mildew in soybean
cultivation. It promotes the activation of antioxidant enzymes (SOD, POD, and CAT) that
catalyze reactive oxygen species without causing damage to soybean plant development,
resulting in reduced dependence on chemical products, lowering production costs, and
minimizing potential environmental damage caused by pesticide use.
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1 INTRODUCAO

Desde a década de 70, a soja (Glycine max (L.) Merrill) é a principal cultura do
agronegocio brasileiro, sendo cultivada em todo o territério nacional. Para safra 2023/2024
estdo estimados um volume de producdo de 149,4 milhdes de toneladas (CONAB 2023). Essa
ascensdo se deve a diversidade de cultivares adaptadas a diferentes ambientes. Além disso, a
definicdo de préticas de cultivo como uma boa fertilidade do solo, adubacéo equilibrada e
estratégias de manejo possibilitaram uma area plantada maior em relacdo aos demais culturas
(MISSAQ, 2006; EMBRAPA, 2015; CONAB, 2021).

Apesar dos avancos, fatores bidticos, como fungos, ainda representam desafios para
aumentar a produtividade da soja (FERNANDES et al., 2009; EMBRAPA, 2013; WANG et
al., 2021). Os oidios sdo um dos mais importantes grupos de fungos patogénicos de plantas
(BEDENDO, 2011; REIS et al., 2021). Na cultura da soja, o patdgeno causador da doenca é o
fungo biotrofico Erysiphe diffusa (STADNIK, 2001), que possui a capacidade de infectar toda
a parte aérea da planta. Os conidios do patégeno germinam e penetram nas células da epiderme,
resultando em uma camada de micélio esbranquigada e pulverulenta (STADNIK; RIVERA,
2001; YULIA et al., 2017). Os sintomas podem ocorrer em qualquer estadio de
desenvolvimento da planta, sendo o aparecimento dos sintomas nas folhas a sua ocorréncia mais
comum (SILVA et al., 2013; YULIA et al., 2017). As perdas de produtividade causadas por
essa doenga podem variar de 10 a 35% (HARTMAN, 2015).

Para impedir a infeccdo em seus tecidos ou amenizar os danos causados por patdgenos, as
plantas desencadeiam uma diversidade de mecanismos de resisténcia. A primeira linha de
defesa sdo as barreiras fisicas, como cuticula, ceras e tricomas, seguida por metabolitos
secundarios ou especializados. Estes metabdlitos atuam como barreiras quimicas na defesa das
plantas, sendo os compostos fendlicos um dos mais importantes (AMORIM, 2020; WANG et
al., 2021 e DE OLIVEIRA, 2023). Além disso, alguns desses compostos estdo envolvidos em
mecanismos especificos, como a resposta de hipersensibilidade (HR), a indugéo de proteinas
relacionadas a patogénese (PR-Proteinas), a resisténcia sistémica adquirida (SAR), e outros
sinalizadores como &cido salicilico e perdxido de hidrogénio (FERNANDES, et al., 2009;
AMORIM, 2020; DE OLIVEIRA, 2023).

Quando a planta é submetida a um estresse ocorre 0 acimulo de compostos fenélicos, 0s
quais ativam mecanismos de defesa sistémica para proteger os tecidos sadios (NUNES, et al.,
2018). A ativacdo desses mecanismos pode ocorrer devido a presenca de um patdgeno ou de
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um elicitor de origem ndo patogénica. A utilizacdo de agentes externos que promovem
estresses, por exemplo, estimulam a expresséo de genes de defesa, desencadeando a resisténcia
nas plantas, o que é conhecido como resisténcia induzida (PASCHOLATI; LEITE, 1995;
STADNIK, 2000). Desta forma, essa resisténcia desempenha o papel de atrasar ou impedir a
penetracdo de microrganismos, além de criar condi¢des desfavoraveis para a colonizagdo dos
tecidos da planta (SOARES; MACHADO, 2007; PIETERSE et al., 2012, WALTERS et al.,
2013, e PIETERSE et al., 2014). Os compostos fendlicos induzem a atividade de diversas
enzimas-chave de defesa, como a fenilalanina amonia-liase (PAL) (STANGARLIN et al.,
2011). Esta enzima catalisa a primeira reacdo da via dos fenilpropandides, sintetizando diversos
compostos fendlicos, como lignina e flavonoides (RESENDE et al., 2003; ALMEIDA et al.,
2012; ARDILA et al., 2013; LORENZETTI et al., 2018; APPU et al., 2021).

No entanto, o acimulo desses compostos pode ser tdxico para as plantas, desencadeando
estresse oxidativo por espécies reativas de oxigénio (ERO). Quando as EROs sdo produzidas
em quantidades elevadas, podem levar a morte celular, também conhecida como resposta de
hipersensibilidade (HR) (MITTLER 2017). A HR ¢é essencial para a resposta de defesa,
especialmente de patdgenos biotroficos. Entretanto, quando ocorre de forma descontrolada esta
morte celular gera uma necrose. Por isso, para desintoxicacdo, a planta dispde de enzimas
antioxidantes, que reduzem ou inibem a oxidacdo, tais como a superéxido dismutase (SOD),
peroxidase (POD) e catalase (CAT), fato que torna esse mecanismo eficiente (SWANSON;
GILROY, 2010).

Uma das alternativas no controle de doencas em plantas é a nutri¢do equilibrada por meio
utilizacdo de elementos minerais com atividade antifungica e acdo no sistema de defesa vegetal,
como os elementos calcio, cobre e magnésio (HUBER & HANEKLAUS, 2007 e POZZA &
POZZA, 2023). Esses elementos desempenham papéis cruciais em rotas metabodlicas e na
producdo de compostos capazes de inibir a infeccdo e colonizacdo por patégenos. O calcio
possui funcionalidade de fortalecer a parede celular (pectato de célcio) e consequentemente,
dificultar a acdo de enzimas pectoliticas oriundas de patogenos (EPSTEIN & BLOOM, 2004;
STAEL et al., 2012). O cobre, por sua vez, esta relacionado a diversas fungdes nos processos
fisiologicos, tais como, respiracdo e fotossintese, também atua como cofator de enzimas
relacionada a inducéo de resisténcia sistémica através da sintese de lignina, fenois e quinonas
(MARSCHNER, 1995, MALAVOLTA, 2006, CUNHA; MENDES; CHALFOUN, 2012;
BRINATE et al.,, 2015). O magnésio esta relacionado com o0s processos metabdlicos

envolvendo a participacdo estrutural na formacgéo da clorofila, fotossintese e cofator da maioria



15

das enzimas fosforilativas, que formam uma ponte entre 0 ATP e 0 ADP (MALAVOLTA et
al., 1997 e NACHTIGALL, 2007).
Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da calda cuprica aplicada

em associacdo com calcio e/ou magnésio para ativar o sistema de defesa da soja contra o oidio.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos da calda cUprica aplicada em associa¢do com célcio e/ou magnésio

para ativacdo do sistema de defesa da soja contra o oidio.

2.2 Objetivos especificos

I. Avaliar os efeitos da aplicacdo de cobre associado com 0s nutrientes célcio e/ou
magnésio na severidade do oidio em soja em casa de vegetacao;

ii. Comparar o (s) tratamento (s) com maior controle da doenga com produto comercial na
severidade do oidio em casa de vegetacdo;

ii. Determinar a atividade das enzimas PAL, POD, SOD e CAT em folhas de soja coletadas
em diferentes tempos ap0s aplicar o (s) tratamento(s) selecionado(s);

iv. Quantificar os teores de coumestrol, daidzeina, genisteina e gliciteina, compostos
fendlicos soluveis totais, carotenoides, lignina sollvel e clorofila A e B em folhas de
soja coletadas ap6s aplicar o(s) tratamento(s) que apresentou (aram) maior controle da

doenca.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Cultura da soja

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma leguminosa originaria do continente asiatico,
pertencente a familia Fabaceae, sendo uma planta herbacea com estatura que pode variar entre
60 a 110 cm de altura, com ciclo de vida entre 70 e 200 dias, dependendo das condi¢des do
ambiente e da variedade cultivada. Essa cultura desempenha um papel crucial na alimentagéo
animal, sendo uma fonte rica em proteina, e amplamente utilizada na producéo de 6leo vegetal
para 0 consumo humano (ZHAO et al., 2017; EMBRAPA, 2021 e ISLAM et al., 2022). O
cultivo de soja comercial no Brasil ocorreu, pela primeira vez, em 1914, na cidade de Santa
Rosa - Rio Grande do Sul e desde entdo, conquistou espaco significativo no setor agricola
brasileiro. Ao final da década de 40, o Brasil ja ganhava destaque como produtor no mercado
internacional (HASSEN, 1996 e MARTINELLLI, et al., 2017).

A partir da década de 70, a soja tornou-se a principal cultura do agronegécio brasileiro.
Atualmente, é cultivada em todo o territério nacional devido as diversas cultivares que se
adaptaram aos diferentes ambientes, o que possibilitou maior area plantada em relacdo aos
demais cultivos (MISSAO, 2006; EMBRAPA, 2015; CONAB, 2021). Para a safra de
2023/2024 foi estimado crescimento de 2,3% de area plantada, resultando em um volume de
149,4 milhdes de toneladas produzidas (CONAB, 2023).

Uma das principais limitacdes da produtividade da soja é a presenca de diversos patdgenos,
entre eles: fungos, bactérias, nematoides e virus. Em determinadas situacfes, esses agentes
bioldgicos podem ocasionar perdas significativas, de até 100% da producdo (EMBRAPA,
2013). Dentro desse grupo de agentes bidticos, destaca-se o oidio, que pode causar 35% de
perdas (HARTMAN, 2015).

3.2 Oidio

Os oidios representam um dos grupos mais significativos de fungos patogénicos que afetam
as plantas. Na cultura da soja, o agente causador dessa doenga é o fungo biotréfico Erysiphe
diffusa, classificado no grupo de fungos Ascomicetos, pertencente a ordem Erysiphales e a
familia Erysiphaceae. S&o fungos biotroficos, altamente evoluidos e especializados, exibem
uma estreita gama de hospedeiros (STADNIK, 2001). O primeiro registro dessa doenca foi no
ano de 1921 na Alemanha (SARTORATO; YORINORI, 2001). No Brasil, a identificacdo
inicial ocorreu em casa de vegetacdo e posteriormente em campo, conforme constatada por
Lehman (1945).
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A incidéncia do oidio se manifesta de maneira mais acentuada nas regides Sul e nas areas
elevadas dos Cerrados. As perdas de produtividade causadas por essa doenca podem variar de
10 a 35% (HARTMAN, 2015). Os sintomas podem ocorrer em qualquer parte da planta, com
o0s conidios do fungo germinando e infectando as células da epiderme, resultando em uma fina
camada de micélio esbranquigada e pulverulenta (STADNIK; RIVERA, 2001; YULIA et al.,
2017).

Os fatores favoraveis para o progresso da doenca incluem periodos de baixa umidade e
temperaturas amenas (18 a 24 °C), sendo o periodo de 7 a 10 dias necessario para completar o
seu ciclo de vida e iniciar o processo infeccioso nas plantas. A colonizac¢éo ocorre por meio da
insercdo dos haustorios nas células da epiderme e a disseminacao ocorre por vento (HENNING
et al., 2014; HARTMAN, 2015). As estratégias de controle incluem a utilizacdo de cultivares
resistentes a doenca, como a BRSMG 534 e BRS 2562XTD, uso de fungicidas e nutricdo
mineral equilibrada (SEIXAS et al., 2020; GODOY, 2022 e EMBRAPA, 2023).

3.3 Nutricdo mineral no manejo de doencas

As defesas das plantas estdo intrinsecamente relacionadas a uma nutricdo equilibrada. Os
nutrientes desempenham papéis cruciais em rotas metabolicas e na produgdo de compostos
capazes de inibir a infeccdo e a colonizacdo por patdgenos, constituindo a principal linha de
defesa contra doencas. Além disso, se caracteriza como componente integral da agricultura,
promovendo melhorias no desempenho e nos rendimentos de producéo das plantas (HUBER &
HANEKLAUS, 2007; POZZA e POZZA, 2023).

Além dos nutrientes minerais absorvidos predominantemente do solo, elementos
provenientes de aplicacdes foliares principalmente os micronutrientes, sdo necessarios para
garantir o desenvolvimento e crescimento adequados. As funcBes bioguimicas e as
propriedades metabdlicas desses elementos tém associacdo com varios aspectos da planta
incluindo fisiologia, biologia molecular e bioquimica vegetal (YRUELA, 2009).

O célcio (Ca%") desempenha diversas funcdes na planta, como estrutural, regulacio de
enzimas e mensageiro secundario por meio de sinaliza¢des sistémicas (TAIZ; ZIEGER, 1991,
LUAN E WANG, 2021). Como mensageiro secundario, o calcio recebe estimulos externos (luz,
gravidade e estimulos mecanicos) e internos (hormonios), atuando nos mecanismos de
transporte desse nutriente dentro da célula. Adicionalmente, esse elemento é essencial para a
integridade e a estabilidade da membrana celular (MALAVOLTA, 2006; PIRAYESH et al.
2021).
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O célcio é pouco movel na planta apresentando mobilidade limitada no floema. Isso evita
0 acumulo excessivo desse nutriente nos 6rgaos. Entretanto, baixas concentra¢@es de calcio em
frutos carnosos e tubérculos podem resultar no aumento da senescéncia do tecido, além de
infeccdes fungicas (MARSCHNER, 2012). Por isso, estabelecer de fluxos especificos de calcio,
controlados pelas plantas, é fundamental, pois desencadeia resposta no sistema de defesa. Para
a resposta de defesa a patdgenos, o influxo de célcio intracelular ativa diversas proteinas
sinalizadoras, tais como as CPKs (Calcium-dependent protein kinases) envolvidas na resposta
imune ou na interacdo com a calmodulina (YUAN et al., 2017; LENZONI et al., 2018; TIAN
et al., 2020Db).

O magnésio (Mg?*) é absorvido e transportado no xilema na forma de fon magnésio. Este
elemento atua como ativador enzimatico, em muitos casos, 0 Mg atua como cofator de enzimas
fosforilativas, formando uma ponte entre o pirofosfato do ATP ou ADP e a molécula da enzima
ATPase (FAQUIN, 2005). Essa transferéncia de energia é essencial em processos como
fotossintese (fase luminosa e fase escura), respiracdo (glicolise e ciclo dos &cidos
tricarboxilicos), reacGes de compostos organicos (carboidratos, lipideos e proteinas), absorcédo
ibnica e expansao da raiz e aprofundamento (CASTRO, 2020).

No contexto de doencas, a deficiéncia de magnésio resulta no enfraquecimento da planta,
ja que leva ao acumulo de substratos favoraveis ao patégeno, como aminoacidos e agucares,
devido a reducgdo na sintese de proteinas (MALAVOLTA, 2006). O fornecimento adequado
desse nutriente é crucial para a soja, devido acumular cerca de 40% de proteina em seus graos
(PIPOLO et al., 2015). O magnésio é o atomo central da molécula de clorofila, representando
aproximadamente 2,7% do peso molecular deste pigmento (MARSCHNER, 2012). A maior
concentragio de Mg?" esta nas folhas, associado a pectina das paredes celulares, o que
corresponde aproximadamente a 5-10% do magneésio total. Além disso, 75% do magnésio foliar
estd envolvido na sintese proteica (WHITE; BROADLEY, 2009).

O cobre (Cu) é um micronutriente cuja absorcdo acontece em forma iénica Cu?* e Cu-
quelato, com baixa mobilidade na planta. Esse elemento desempenha uma gama de funcdes
vitais, incluindo a formacdo da clorofila, a participacdo na fotossintese, nas cadeias respiratorias
de transporte de elétrons, na prote¢do contra o estresse oxidativo e, no metabolismo de proteinas
e carboidratos (FAQUIN, 2005; REHMAN et al.,2019). O cobre exerce ainda influéncia direta
no metabolismo da parede celular, fosforilacdo oxidativa e eliciador para ativar respostas de

defesa, incluindo a regulacédo da sintese do &cido abscisico (ABA), um fitohorménio envolvido



20

na abertura estomatica, mobilizacéo de ferro e biogénese do cofator de molibdénio (LIU et al.,
2020).

O cobre é essencial em diferentes locais dentro da célula o citosol, o reticulo
endoplasmatico a mitocéndria (membrana interna), estroma do cloroplasto, lumen dos
tilacoides e apoplasto (MARSCHNER 1995). Para evitar a toxicidade por cobre, as plantas
desenvolveram mecanismos de tolerancia para impedeir o acimulo de concentragdes toxicas
na célula, evitando assim os efeitos prejudiciais as proteinas (YRUELA, 2009).

Esse elemento € responsavel por desempenhar papéis importantes no manejo de doencas.
Foi utilizado pela primeira vez na agricultura no século XVIII no controle do mildio da videira,
na Franca (LAMICHHANE et al., 2018). Atualmente, é essencial na agricultura organica, onde
0 manejo de doencas depende quase unicamente de seu uso (HUBER & HANEKLAUS, 2007;
De RESENDE, et al 2021).

3.4 Mecanismos de defesa das plantas contra os agentes fitopatogénicos

As plantas desencadeiam uma diversidade de mecanismos em resposta ao ataque dos
patdgenos. Na superficie vegetal, barreiras fisicas pré-formada como a cuticula, ceras e
tricomas se caracterizam como a primeira linha de defesa das plantas (WANG et al. 2021).
Apo0s a ruptura dessa primeira barreira, as plantas possuem uma segunda linha de defesa
proveniente dos metabdlitos secundarios (ou especializados), que desempenham importantes
papéis, atuando como barreiras quimicas na defesa e adaptacdo das plantas.

Um dos mais importantes metabdlitos secundarios sdo os compostos fendlicos, que
constituem um grupo quimicamente heterogéneo: apresentam o grupo fenol com hidroxila
funcional em um anel aromatico. Certos compostos desse grupo como taninos, antocianinas,
lignina, isoflavonas, flavonas e flavonoides desempenham um papel crucial na prevencédo de
herbivora e patégenos nas plantas (AMORIM, 2020; DE OLIVEIRA, 2023). Além disso,
alguns desses compostos estdo envolvidos em mecanismos especificos, como a resposta de
hipersensibilidade (HR), a inducéo de proteinas relacionadas a patogénese (PR-Proteinas), a
resisténcia sistémica adquirida (SAR) e outros sinalizadores como &cido salicilico e perdxido
de hidrogénio (FERNANDES, et al., 2009; AMORIM, 2020; DE OLIVEIRA, 2023).

3.4.1 Barreiras fisicas
As primeiras barreiras a serem rompidas por patégenos sdo as barreiras fisicas

encontradas na superficie das plantas. Essas estruturas incluem a forma, tamanho e a localizagéo
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dos estbmatos, a deposicao de cera e cuticula que cobrem a epiderme das folhas, que impedem
ou dificultam o avango do patdégeno (DURBIN, 1988).

As ceras presentes nas superficies de folhas e dos frutos formam uma camada
hidrofobica, prevenindo o acimulo de agua, no qual os patégenos podem se fixar e germinar
(TEIXEIRA, 2011). Nesse sentido, as plantas se defendem da infeccdo por pequenas
modifica¢fes em sua estrutura fisica, tais como o aumento de sintese de compostos que enrijece
a membrana. 1sso faz com que o aumento da espessura resulte na maior resisténcia a infeccao
por patdgenos, que entram no hospedeiro apenas através de penetracdo direta (STANGARLIN
etal., 2011).

3.4.2 Barreiras quimicas

Quando o patégeno consegue superar as barreiras fisicas, a planta ativa uma segunda
barreira de defesa baseada em reacGes quimicas. Essas reacdes envolvem duas linhas de defesa.
A primeira consiste no reconhecimento dos padrdes moleculares (PRR — Pattern Recognition
Receptors), os quais estdo localizados na membrana plasmatica e realizam a identificacdo dos
padrdoes moleculares associados a microbios/patdégenos ou algum dano (MAMPs/PAMPs —
Microbe/Pathogen-Associated Molecular Patterns e DAMPs — Damage-Associated Molecular
Patterns, respectivamente). O reconhecimento dos MAMPs ocorre pela prépria presenca do
microrganismo no ambiente celular, como o reconhecimento da quitina de um fungo ou outras
estruturas como peptidoglicanos (PGN), lipopolissacarideos (LPS) e B-glucanas de oomicetos.
No caso dos DAMPs podem ser consequéncias da digestdo de barreiras fisicas, como a digestao
da parede celular, liberando oligogalacturonideos (OGA) ou da cuticula liberando monémeros
de cutina (BOLLER & FELIX, 2009. TEIXEIRA, 2011 e HOU et al., 2019).

Na segunda linha de defesa da planta, a resposta ocorre via intracelular a partir do
reconhecimento dos efetores especificos dos patégenos, sendo denominada de imunidade
desencadeada por efetores (ETI - effector-triggered immunity). Essa resposta ocorre devido a
presenca de receptores intracelulares que apresentam um dominio de ligacéo a nucleotideos e
repeticBes ricas em leucina (NLR), designados proteinas de resisténcia (R), responsaveis pelo
reconhecimento de proteinas efetoras dos patdgenos. Assim como PTI, a ETI também apresenta
caracteristicas como o influxo de célcio, alteracéo da transcri¢do génica e aumento da produgéo
de espécies reativas de oxigénio (liberacdo do radical superoxido - O%). Diferentemente de PTI,
a ETI tem como diferencial a resposta de hipersensibilidade (HR), que se caracteriza como uma
morte celular no local de penetracdo do patdgeno (DURRANT e DONG, 2004; ZHANG et al.,
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2017). Além disso, a reacdo de HR pode desencadear uma resposta sistémica e auxiliar na
reducdo de novas infec¢es em tecidos distantes (VENEGAS-MOLINA et al., 2020).

3.5 Inducéo de resisténcia a patégenos
A inducdo de resisténcia vegetal envolve a acdo de agentes externos bidticos ou abidticos,

0S quais promovem estresses que podem estimular a expressao genes de defesa, desencadeando
na resisténcia nas plantas, processo esse conhecido como resisténcia induzida (Figura 1). Desta
forma, essa resisténcia desempenha o papel de atrasar ou impedir a penetracdo de
microrganismos, além de criar condi¢Bes desfavoraveis para a colonizacao dos tecidos da planta
(PASCHOLATI; LEITE, 1995; STADNIK, 2000; SOARES; MACHADO, 2007; PIETERSE
etal., 2012, WALTERS et al., 2013, PIETERSE et al., 2014).

A ativacdo das respostas de defesa envolve a regulacdo de horménios vegetais, tais como
como etileno (ET), acido salicilico (SA) e &cido jasménico (JA), o que varia de acordo com 0
microrganismo invasor e dos efetores envolvidos (LATA et al., 2015; BASHIR et al., 2016;
NUNES, 2018). Outro exemplo sao as fitoalexinas, produzidas em resposta a estimulos naturais
do inicio da infec¢do ou por indutores de resisténcia. Esses compostos fenolicos acumulam-se
nos tecidos doentes, impedindo a colonizacdo dos fitopatogenos (AGRIOS, 2005; SOLINO et
al., 2017; FURLAN et al., 2020;).

Quando a planta é submetida a um estresse, ocorre 0 acimulo de compostos fendlicos,
gue ativam mecanismos de defesa sistémica para proteger tecidos sadios (NUNES, et al., 2018).
Esses compostos induzem a atividade de diversas enzimas-chave de defesa, como a fenilalanina
amonia-liase (PAL), uma enzima precursora na sintese da rota dos fenilpropanoides envolvidos
na defesa vegetal (STANGARLIN et al., 2011). Essa enzima catalisa a primeira rea¢ao da via
dos fenilpropandides, sintetizando diversos compostos fendlicos, como lignina e flavonoides
(RESENDE et al., 2003; ALMEIDA et al., 2012; ARDILA et al., 2013; LORENZETTI et al.,
2018).
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Figura 1: Mecanismo de ativacdo e acéo de resisténcia sisttmica em plantas. A resisténcia sistémica
induzida e a resisténcia sistémica adquirida sdo estimuladas por fatores externos variados que ativam
cascatas que resultam em respostas de defesa da planta.
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Fonte: Meyer et al., 2019.

No entanto, o acimulo desses compostos podem ser tdxicos para as plantas, desencadeando
estresse oxidativo por espécies reativas de oxigénio (ERO). De acordo com Mittler (2017),
quando as EROs séo produzidas em quantidades elevadas, pode ocorrer a morte celular devido
a peroxidacao dos lipideos na membrana, oxidacdo das proteinas, inibicdo de enzimas e danos
ao DNA e RNA. Para desintoxicacdo, a planta dispde de enzimas antioxidantes, que reduzem
ou inibem a oxidacdo, tais como a superdxido dismutase (SOD), peroxidase (POD) e catalase
(CAT) (SWANSON; GILROY, 2010).

3.6 Estresse oxidativo

As enzimas antioxidantes sdo importantes para controlar as espécies reativas de oxigénio,
apresentando variagdes nas concentragdes entre diferentes plantas. Classificadas de acordo com
0s componentes metalicos em seus sitios, essas enzimas estdo distribuidas nos cloroplastos,
citoplasma e mitocondrias (DAS e ROYCHOUDHURY, 2014; WANG et al., 2016). Este grupo

de enzimas antioxidantes é composto principalmente pela SOD, POD e CAT, que possuem
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como principal funcdo catalisar a formag&o do H.0; a partir do O*>- (BOWLER et al., 1992;
SCANDALIOS, 1993; DUBEY, 2011; ANJUM et al., 2016; CHUNG, 2017).

A peroxidase (POD) é uma enzima-chave nos mecanismos bioquimicos de defesa das
plantas, classificada como uma proteina relacionada a patogénese a PR-9 (PASCHOLATI,
DALIO, 2018). Essa enzima desempenha papel na indugéo de respostas de defesa e reducdo do
estresse oxidativo. A POD é uma enzima oxirredutora envolvida na oxidacdo de fendis,
suberizacdo, auxinas, metabdlitos, sintese de fitoalexinas, reticulacdo dos componentes da
parede celular e lignificacdo da célula vegetal durante as reacGes de defesa contra patdgenos
(SARAVANAN et al., 2004, DELAUNOIS et al., 2014, MANIKANDAN et al., 2021). A POD
representa a Ultima enzima na via biossintética da lignina. Essa glicoproteina exerce uma "dupla
funcdo”, gerando peroxido de hidrogénio (H202) e utilizando-o como substrato (SCHWAN-
ESTRADA, STANGARLIN E PASCHOLATI; STANGARLIN ET AL. 2022).

A superoxido dismutase (SOD) é responsavel por catalisar a dismutacdo de radicais
superdxido em oxigénio e perdxido de hidrogénio (O?~ em H202), sendo a primeira linha de
defesa contra a toxicidade do oxigénio (BOWLER et al., 1992, TOVMASYAN et al. 2015).
Existem trés tipos identificados de SOD, classificados por seus cofatores metalicos: cobre/zinco
(Cu/ZnSOD), manganés (MnSOD) e ferro (FeSOD), localizados tanto no cloroplasto,
mitocondrias quanto no citosol (BOWLER et al., 1992; BABITHA et al., 2002). A SOD
encontra-se principalmente nos estagios iniciais das EROs, na forma de oxigénio singlete e
radicais livres, os quais sdo eliminados sequencialmente com a ajuda de GPx e CAT
(STEPHENIE et al., 2020).

A catalase (CAT) é responsavel pela degradacdo do peroxido de hidrogénio em agua
dentro das organelas celulares, como mitocondrias e peroxissomos (CHELIKANI et.al 2004,
KRISHNAMURTHY & WADHWANI, 2012, BATINIC-HABERLE et al. 2015).

3.7 Lignina

A lignina é um polimero aromatico complexo, presente nas paredes celulares das
plantas, responsavel por fornecer maior rigidez estrutural, durabilidade dos tecidos e transporte
de &gua nos vasos do xilema. Também, atua como uma barreira a acdo patogénica, € responsavel
pela inibicdo do crescimento e pela complexagdo dos carboidratos e proteinas. A lignina um
metabolito secundario originado da via dos fenilpropandides a partir do acido chiquimico

fenilalanina. Esse polimero é sintetizado a partir de trés alcoois hidroxicinamoil: p-cumarilico,
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coniferilico e sinapilico (BOUDET, 2000; BOERJAN et al., 2003; RASTOGI e DWIVEDI,
2008; BEZERRA, 2020).

A deposicao predominante da lignina ocorre na parede secundaria de tecidos envolvidos
na conducdo e suporte. Pressdes provenientes de fatores bidticos e abioticos desencadeiam o
aumento da lignificacdo da parede celular ou a alteracdo de sua estrutura por meio de acgoes
enziméticas (BEZERRA, 2020). Estudos conduzidos por Huth et al. (2016) corroboram sobre
as atividades das enzimas antioxidantes em sementes de soja com diferentes teores de lignina
submetidas a deterioracdo por umidade. Os resultados indicaram que cultivares com maiores

teores de lignina apresentaram menor estresse oxidativo.

3.8 Isoflavonoides (Isoflavonas)

Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios produzidos por plantas, caracterizados por
varias hidroxilas ligadas a um anel aromatico em sua estrutura geral. Com cerca de 5.000
estruturas conhecidas, esses compostos se subdividem em oito subclasses, como flavondis,
flavandiois, flavanonas, di-hidroflavanois, flavonas, flavonois, antocianidinas e isoflavonoides,
sendo a Ultima subclasse composta por cerca de 1.000 estruturas distintas (DEWICK, 2009;
SHARMA 2013).

As isoflavonas (Figura 2), predominantemente encontradas como B-glicosideos, acetil-
B-glicosideos e malonil-B-glicosideos, sdo soluveis em agua. Modificagdes estruturais minimas
tém impacto significativo em suas propriedades biolégicas e bioguimicas. As isoflavonas
dietéticas podem ser categorizadas em agliconas, glicosideos, acetilglicosideos e
malonilglicosideos, cada categoria representando diferentes formas, como daidzeina,
genisteina, glicitina e outras (MARIANA, 2007; DEWICK, 2009).



26

Figura 2: Rota parcial dos fenilpropanoidesonde s&o mostrados intermediarios e enzimas envolvidos
na sintese de isoflavonas.
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Fonte: Yu et al., 2003.

Os flavonoides, em sua maioria, sdo reconhecidos como agentes antifungicos em
plantas. Na soja, a producdo de metabdlitos secundarios, como daidzeina, genisteina e
coumestrol, apresentam sua maior concentracdo nos estadios reprodutivos (CARRAO-
PANIZZI et al., 1999; KIM et al., 2007 e SONG et al., 2014). Em um estudo conduzido por
Aisyah et al. (2013) foi avaliada a composicdo dos isoflavondide em plantulas de soja e
verificou-se um aumento desses isoflavanoides quando utilizado um agente (Rhizopus oryzae)
para atuar como um elicitor. Diante desse contexto, a compreensao desses compostos quimicos
torna-se importante, pois as isoflavonas sdo acumuladas nas folhas em resposta ao ataque de
patdgenos e atuam nas respostas de defesa (BARZ, 1992; NAKATA et al., 2016;
VEREMEICHIK et al., 2019).

Compreender esses mecanismos envolvidos nas defesas das plantas, bem como a
atuacdo dos elementos minerais calcio, magnésio e cobre, pode contribuir para o
desenvolvimento de novas técnicas que promovam a protecdo das plantas contra agentes

patogénicos com menor dependéncia de agroquimicos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Experimentos em casa de vegetacao

Dois experimentos foram conduzidos em casa de vegetacéo, situada no Departamento
de Fitopatologia (DFP) da Universidade Federal de Lavras (UFLA). O delineamento
experimental utilizado foi o de blocos casualizados (DBC) com oito tratamentos e quatro
repeticBes, sendo cada parcela experimental constituida por quatro plantas. A cultivar utilizada
foi a M6410 IPRO (Monsoy), semeada em vasos de 25 litros contendo terra, areia e substrato
comercial (PlantMax®) na proporcéo 2:1:1.

No primeiro experimento foram avaliados a morfologia da planta e a severidade do oidio
da soja. Esse experimento esta detalhado no item 4.2. Os tratamentos que apresentaram maior
controle da doencga foram utilizados no segundo experimento, que teve como objetivo realizar

analises bioguimicas. O segundo experimento esta detalhado no item 4.3.

4.2 Experimento 1: avaliagdo morfoldgica da planta e da severidade da doenca

Neste experimento, os tratamentos foram constituidos por um controle negativo (sem
aplicacdo de produtos), um controle positivo com aplicacdo de fungicida comercial Orkestra®
(piraclostrobina e fluxapiroxade, na dosagem de 350 mL produto comercial por hectare (p.c./ha)
e 0 volume de calda de 100 I/ha) e seis associagdes de sulfato de cobre penta hidratado (CuSO*
- 5H20 - Cu) com 6xido de magnésio (MgO), GEOX Ultra® (CaO 32% + MgO 14%), sacarose
e ferro (Fe*®) nas proporcdes de 4:1 e 2:1, conforme detalhado na Tabela 1.

Tabela 1: Tratamentos utilizados em experimento conduzido em casa de vegetacdo para o
manejo do oidio da soja.

Tratamentos Doses Codificacdo
Controle negativo | e[ e
Controle positivo 350mlp.chal | -
S. de cobre + O. de magnésio 1 kg/hat+ 0,5 kg/ha'? 2Cu+1MgO
S. de cobre + GEOX® 1 kg/hal+ 0,5 kg/ha't 2Cu+1GEOX
S. de cobre + O. de magnésio + Ferro 1kg/ha'+ 05 kg/ha'+ | 2Cu+1MgO+Fe

0,04 kg/hat

S. de cobre + O. de magnésio + Sacarose éggklgz;; 05 kg/a'+ | 2Cu+1MgO+Sacarose
S. de cobre + O. de magnésio 2’k9/ha'1+ 0,5 kg/ha' 4Cu+1MgO
S. de cobre + GEOX® 2 kg/hat+ 0,5 kg/ha't ACu+1GEOX

Legenda: S. = sulfato; O. = dxido; p.c = Produto comercial.
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Tabela 2: Dados de pH das caldas, antes da primeira e segunda aplicagéo.

Tratamentos Controle 2Cu+ 2Cu+ 2Cu+ 2Cu+1MgO+ 4Cu+ 4Cu+
negativo 1MgO 1GEOX® | 1MgO+Fe Sacarose 1MgO 1GEOX

12 aplicacéo - 8,6 7,4 9,5 8,2 5,8 5,6

2% aplicacdo - 8,7 7,4 9,6 8,2 59 55

Legenda: Cu. = Cobre; O. = 6xido; Mg. = Magnésio; Fe. = Ferro.
Fonte: Do autor (2024)

Os tratamentos foram aplicados nos estaddios V4 (dois trifélios completamente
desenvolvidos) e R1 (Inicio do florescimento), totalizando duas aplica¢cdes durante o periodo
experimental, com a presenca de oidio nas plantas desde o primeiro estadio de aplicacéo.

Foram mensurados a altura das plantas (cm), didmetro do caule (cm) e nimero de nos
primarios no primeiro dia apds aplicacdo e 30 dias apds a ultima aplicacdo. No final do
experimento (estadio R.6), a parte aérea das plantas foram coletadas e armazenadas em sacos
de papel. As amostras permaneceram em estufa com circulacdo forcada de ar a 60°C até
atingirem peso constante para determinar o peso da parte aérea fresca (g) e seca (g), em balanca
de preciséo.

A severidade do oidio foi avaliada com base na escala diagramatica de Polizel e Juliatti
(2010). A partir do surgimento dos primeiros sintomas da doenca foram realizadas sete
avaliacdes com intervalos de 3-4 dias. Os dados de severidade da doenca foram convertidos em
area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) de acordo com a equacgdo de Shaner e
Finney (1977).

n-1
Y; + Y,
AACPD = Z (12—”1) * (Tiyr —T))

i=1

Em que: AACPD = area abaixo da curva de progresso da doenca; n: numero total de avaliagdes; yi:

proporcdo da doenca na i-esima observacao e ti = tempo em dias na i-ésima observagé&o.

4.3 Experimento 2: analises bioquimicas

Os tratamentos do experimento 1 (item 4.2) que obtiveram maior controle da doenca e
auséncia de fitotoxicidade foram selecionados (Tabela 2) para analises das enzimas
(fenilalanina amdnia-liase - PAL, superdxido dismutase - SOD, catalase - CAT e peroxidase -
POD), isoflavonoides (daidzeina, gliceteina, genisteina e coumestrol), compostos fendlicos

solGveis totais, lignina soluvel, carotenoides e clorofila A e B.
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Para a analise da atividade enzimatica foram coletadas o 3° trifélio desenvolvido nos
tempos de 0, 24, 48, 72, 96 e 120 h apos a aplicacdo do produto (haap) que foram realizados no
estadio V4 da planta. As amostras coletadas foram imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido e posteriormente, armazenadas em ultrafreezer a -80°C para andlises bioquimicas
realizadas por espectrofotometria.

Para determinar os teores de compostos fenolicos sollveis totais e lignina foram
utilizadas folhas correspondentes ao 3° trifélio desenvolvido, coletadas dez dias apds a
inoculacdo do patégeno. As folhas foram armazenadas em nitrogénio liquido e posteriormente
em ultra freezer (-80°C) até o momento da liofilizac&o.

Para a analise dos teores de clorofila A e B, carotenoides e isoflavonoides foram
coletados o 3° trifélio desenvolvido 10 dias ap0s a aplicacdo do produto. As amostras foram
armazenadas em nitrogénio liquido e posteriormente, em ultra freezer (-80°C) até 0 momento
das analises cromatatogréficas.

Tabela 3: Diferentes combinagcdes dos nutrientes cobre, célcio e magnésio para analises
enzimaticas.

Tratamentos Doses Codificagdo

Testemunha negativa e e

S. de cobre + O. de magnésio 1 kg/ha*+ 0,5 kg/ha Cu+MgO

S. de cobre+ GEOX® 1 kg/hal+ 0,5 kg/ha't Cu+GEOX

S. de cobre + O. de magnésio + Ferro 1kg/ha'+05kg/hat+  Cu+MgO+Fe
0,04 kg/hat

S. de cobre + O. de magnésio + Sacarose ~ 1kg/ha'+0,5kg/ha'+  Cu+MgO+Sacarose
0,5 kg/hat

Legenda: S. = sulfato; O. = 6xido.
Fonte: Do autor (2024)

4.3.1 Preparo do extrato enzimatico e determinacdo da atividade enzimatica

Para as analises da atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT)
e peroxidase (POD) as amostras foram maceradas em nitrogénio liquido. Posteriormente, o
extrato enzimatico foi preparado a partir de 0,2g da amostra homogeneizada com1,5mL do
tampdo de extracdo contendo: 375 uL de fosfato de potassio a 400mM (pH 7,8), 15 pL de
EDTA (10mM), &cido ascorbico (200mM) e 1035 pL de agua destilada. O extrato foi
centrifugado a 14.000 rpm a 4 °C durante 10 minutos e o sobrenadante foi utilizado para
determinar a atividade das enzimas supracitadas (BIEMELT et al.,1998).
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Para a enzima fenilalanina amonia-liase (PAL), as amostras foram maceradas em
nitrogénio liquido e posteriormente, 0,29 da amostra foi homogeneizada com
polivinilpirrolidona (PVP) 1% e 1,5 mL do tampé&o de extracdo:fosfato de sodio a 50 mM (pH
6,5). As amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 20 min a 4° C e o sobrenadante foi
coletado. Os extratos enziméaticos foram armazenados em freezer a -20°C até o inicio da
determinacéo da atividade de todas as enzimas.

A atividade da SOD foi determinada conforme a metodologia proposta por
Giannopolitis e Ries (1977), a qual consiste na capacidade da enzima inibir a fotorreducéo do
azul de nitrotetraz6lio (NBT). Foram adicionados 8 pL do extrato a 190 pL do meio de
incubacdo composto por: fosfato de potéssio a 100mM (pH 7,8), metionina 75 mM, EDTA 10
um, NBT 1 mM, riboflavina 0,2 mM e agua. As reacdes foram incubadas (lampada florescente
de 30W) por 20 minutos. As leituras foram realizadas a 560nm.

A atividade da CAT foi avaliada conforme Havir e McHale (1987). A reagédo foi
composta por uma aliquota de 6 pL do extrato enzimatico e180 puL do meio de incubagéo: 90
uL de fosfato de potassio a 200 mM (pH 7,0), 74 pL de agua destilada e 9 pL de perdxido de
hidrogénio a 250mM. A leitura da atividade da enzima foi determinada pelo decréscimo na
absorbancia a 240nm a cada 15 segundos por 3 minutos, dado pelo consumo do perdxido de
hidrogénio. O coeficiente de extingdo molar utilizado foi 36 mM* cm™.

A atividade da POD foi determinada pela oxidag&o do guaiacol (URBANEK et al.,
1991). A reagdo de 200 pL foi composta por 8 uL do extrato enzimatico, fosfato de potassio a
100 mM (pH 7,0), guaiacol a 50 mM e peroxido de hidrogénio a 125 mM (BIEMELT et al.,
1998). Ap6s a incubacgdo a 30°C por 10 minutos, a leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotdbmetro a 480 nm.

Para a determinacédo da PAL, aliquotas de 9 uL do extrato enzimético foram adicionados
a 161 pL de uma mistura de 110 pL de Tris-HCI a 40mM (pH 8,8) e 51uL de L-fenilalanina a
87,5 mM. A solucéo foi incubada a 37°C por 60 min e a leitura da absorbancia a 290 nm (El
SHORA, 2002; ZUKER, 1965).

Para a determinacdo da atividade especifica das enzimas foi realizada a quantificacéo
de proteina total de cada extrato enziméatico (BRADFORD, 1976). Para a quantificacdo da
proteina foi utilizado 0,2g do tecido foliar homogeneizado com fosfato de potassio a 100 mM
(pH 7,8), 0,1mM de EDTA e &cido ascorbico a 10mM, totalizando um volume de 1,5mL. O
extrato foi centrifugado a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C, sendo utilizado o sobrenadante

para formacdo da aliquota de 3 pL para realizacdo da leitura da absorbancia a 595 nm. Todas
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as leituras foram realizadas em um espectrofotdmetro de microplacas (Epson Bioteck®) com 3
repeticdes técnicas. O controle foi constituido por todos os meios de reagdo de cada enzima e

proteina total exceto a amostra.

4.3.2 Determinacdo de compostos fenolicos soluveis totais, lignina soltvel e carotenoides

Uma aliquota de 30 mg do material liofilizado foi homogeneizada com 1,5 mL de
metanol a 80% e mantida sob agitacdo por 15 horas conforme metodologia descrita por Spanos
e Wrolstad et al. (1990). A suspensdo foi centrifugada a 14.000 rpm por 5 minutos e o
sobrenadante foi utilizado para a quantificacdo dos teores de compostos fenolicos e o residuo
para a lignina.

Para a determinag@o dos compostos fenolicos foram utilizadas aliquotas de 150 puL do
extrato metandlico homogeneizadas com 150 pL do reagente de Folin-Ciocalteau 0,25 N por 5
minutos. Apods este periodo foram adicionados 150 uL. de NapCOz 1M por 10 minutos e
posteriormente, diluidas com 1 mL de &gua destilada. ApGs as amostras permaneceram a
temperatura ambiente por uma hora, as leituras das reacdes foram realizadas a 725 nm. Os
compostos fendlicos totais (g do equivalente de acido clorogénico mg™ de tecido seco) foram
calculados com base na curva padréo do acido clorogénico.

Para quantificar a lignina, o residuo foi mantido em estufa a 65°C por 15 horas. Apds
este periodo, foi adicionado aos tubos 1,5 mL de solucdo de acido tioglicolico: HCI 2M (1:10),
o0s quais foram mantidos em banho-maria a 100°C por 4 horas. Ap6s centrifugacdo a 14.000
rpm por 10 minutos foi descartado o sobrenadante, adicionado 1,5 mL de agua destilada e
descartado o sobrenadante. O precipitado foi ressuspendido em 1,5 mL de NaOH 0,5 M,
seguido de agitacdo overnight a temperatura ambiente. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante
foi transferido para novo microtubo, ao qual foram adicionados 200 uLL de HC1 P.A. Ap0s 0
periodo de precipitacdo (4 horas a 4°C), foi realizada nova centrifugacdo, descarte do
sobrenadante e o precipitado ressuspendido em 2,0 mL de NaOH a 0,5 M. A absorbancia desta
solucéo foi determinada em a 280 nm e os valores calculados com base na curva padréo de
lignina e expressos em pg de lignina por miligrama de tecido seco (DOSTER; BOSTOCK,
1988).

Para a determinacdo dos teores de carotenoides, foi utilizado aproximadamente 1 g de
folha, homogeneizada e macerada com acetona a 80%, conforme metodologia de Lichtenthaler
e Welburn (1983). A solucéo foi filtrada e diluida em 10 mL de acetona. A absorbancia foi

determinada em espectrofotdmetro a 470 nm.
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Todas as leituras foram realizadas utilizando-se 200 pL da solugédo. A quantificacdo dos
compostos de carotenoides, fenodlicos e lignina foi realizada no espectrofotdmetro de

microplacas PowerWave XS (Biotek®).

4.3.3 Quantificacdo de teores de clorofila Ae B

As anélises foram realizadas no Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Café
(INCT-Café) da Universidade Federal de Lavras — UFLA. As amostras foram maceradas em
nitrogénio liquido e uma aliquota de 0,1g foi utilizada para extracdo em 10 mL de metanol grau
HPLC a 80%. As amostras foram maceradas em gral com pistilo por 60 segundos.
Posteriormente, o material foi filtrado em membranas de 0,45 um (Milipore) e injetadas
diretamente no sistema cromatografico (LICHTENTHALER e BUSCHMANN, 2001).

As andlises cromatograficas foram realizadas em um HPLC Shimadzu, equipado com
bomba quaternaria de alta pressdo modelo LC-20AT, degaseificador modelo DGU-20A5,
interface modelo CBM-20A, injetor automatico modelo SIL-20A-HT e detector UV-Vis (SPD-
20A). A coluna empregada para a separacdo foi a Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 250 mm, 5
pum) conectada a uma pré-coluna XDB-C18 (4,6 x 12,5 mm, 5 um).

A metodologia de extragdo da clorofila foi adaptada de Lopes et al. (2022), Nakamura
e Watanabe (1998), Mendes et al. (2007), Zapata e Garrido (1991), Lichtenthaler e Buschmann
(2001). Os padrdes (clorofila A e B) foram adquiridos da Sigma-Aldrich/Merck. O composto
referente a fase movel e extracdo foi de grau analitico para HPLC: metanol (Merck).

O método utilizado para a quantificacdo dos teores de clorofila foi o da padronizacao
externa. Para a construcdo das curvas analiticas foi realizada uma diluicdo de uma solugéo-
estoque contendo os padrdes (160 pug mL™ de Clorofila A e 200 pug mL* de clorofila B). Todas
as solucdes foram preparadas em metanol e foram sonificadas em ultrassom. A partir dessa
solucdo-estoque, a faixa de construcdo das curvas analiticas foram preparadas variando a
concentracéo de 0,25 a 50 pug mL1. As amostras e os padrdes foram eluidos em modo isocratico
(100% metanol) a temperatura ambiente. O comprimento de onda utilizado foi de 665 nm para
clorofila A e 652 nm para clorofila B, fluxo de 1,0 mL min e volume de injecdo de 20 pL. As
injecOes dos padrbes e das amostras foram realizadas em triplicata, sendo a identidade do
analito confirmada pelo tempo de retencéo e o perfil do pico da amostra comparado ao dos
padroes.

Foram realizados procedimentos para padronizacdo/validacdo do método utilizado,

sendo avaliados 0s seguintes parametros: linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de



33

quantificacdo (LQ), preciséo e exatiddo (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2009; RIBANI et
al., 2004; HARRIS, 2008).

A linearidade foi expressa por meio da equacdo da reta e o respectivo coeficiente de
determinacéo (R?). Para LD e LQ, foram considerados os parametros relativos a curva analitica
construida. Para a determinacéo dos limites, foram utilizadas as seguintes relagdes matematicas:
LD =3 x(s/S) e LQ =10 x (s/S), em que s € a estimativa do desvio-padréo da equacao da linha
de regresséo e S é o coeficiente angular da curva analitica. A preciséo foi realizada pela precisdo
intermediaria. Para isso, foi realizada a analise, em 5 dias diferentes, de solucBes-padréo
referentes a trés niveis de concentragdo (0,5; 10; 50 pug mL™), sendo estimado o Coeficiente de
Variagdo CV ao final das sucessivas repeticdes (CV (%) = (s/\CMD) x 100, em que, s =
estimativa do desvio-padrédo; CMD = concentracdo média determinada). A exatiddo foi avaliada
por meio de ensaios de recuperacdo utilizando 3 amostras, escolhidas aleatoriamente, sendo
essas fortificadas com padrfes dos analitos em 3 niveis de concentracGes diferentes (0,5; 10;
50 pg mL™). A recuperagéo foi determinada considerando a seguinte equagdo matematica: %

Recuperacédo = [(concentracdo medida) / (concentracdo esperada)] x 100.

4.3.4 Quantificacdo e caracterizacao de isoflavonoides

As amostras foram maceradas e uma aliquota de 0,7g foi homogeneizada com 5 mL de
metanol 80%. Ap0s agitacdo em vortex por 30 segundos, banho de ultrassom por 20 minutos,
as amostras foram novamente agitadas por 30 segundos e centrifugadas a 10.000 rpm a 4°C por
10 min.

As andlises cromatograficas foram realizadas no mesmo equipamento HPLC Shimadzu,
citado no item anterior (4.3.4). A metodologia utilizada a quantificacdo dos isoflavondides foi
adaptado de Klejdus et al. (2005), EMBRAPA (2015), Cesar (2006) e Hutabarat (2000). Os
padrdes (daidzeina, gliciteina, genisteina e coumestrol) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Os
compostos referentes a fase movel foram de grau analitico para HPLC: metanol (Merck®) e
acido acético glacial (J.T.Baker®) e 4gua tipo | obtida de um sistema Milli-Q®.

O método utilizado para a quantificacdo desses compostos foi da padronizacdo externa.
Para a construcdo das curvas analiticas foi realizada a diluicdo de uma solugdo-estoque
contendo os padrdes (42,32 pg mL™ da daideina; 41,24 ug mL* da gliciteina; 150 pg mL™ da
genisteina e 40 pg mL* do coumestrol). Todas as solucdes foram preparadas em metanol 80%
e sonificadas em ultrassom. A partir dessa solucdo-estoque, a faixa de construgdo das curvas

analiticas foram preparadas variando a concentragio de 0,01 a 20 pg mL™.
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Foi utilizado como fase mdvel para a eluicdo do composto a solugdo de acido acético a
2% em &gua (solvente A) e metanol (solvente B). As amostras e os padrdes foram eluidos em
modo gradiente (25%B inicial; 75%B em 40 min; 75%B até 45min; 25%B em 55min e 25%
até 60 min para retornar as condic6es iniciais) a 30 °C no forno. O comprimento de onda
utilizado foi de 254 nm para 0s compostos daidzeina, gliciteina, genisteina e 343 nm para o
coumestrol, fluxo de 1,0 mL min e volume de injecdo de 20 pL.

As amostras e os padr@es foram filtrados em membrana de polietileno de 0,45 um
(Milipore) e injetados diretamente no sistema cromatografico. As injecdes dos padrdes e das
amostras foram realizadas em triplicata, sendo a identidade do analito confirmada pelo tempo
de retencdo, e o perfil do pico da amostra, comparado ao do padréo.

Para garantir a qualidade analitica dos resultados foram realizados procedimentos para
padronizacdo/validacdo do método semelhantes aos realizados na andlise de clorofila citado
anteriormente (item 4.3.4). Foram avaliados a seletividade, linearidade, limite de deteccdo,
limite de quantificacéo, preciséo e exatiddo (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2009; RIBANI
et al., 2004; HARRIS, 2008).

A seletividade foi realizada por adicdo padrdo. Amostras foram fortificadas com o
padrdo dos analitos em questdo. A linearidade foi expressa por meio da equacao da reta e o
respectivo coeficiente de determinacéo (R?). Como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para
a linha de regressédo foi considerado um coeficiente de correlacdo maior que 0,9900. Para a
determinacdo do limite de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram considerados 0s
parametros relativos a curva analitica construida. A precisdo foi realizada pela precisao
intermediaria. Para isso, foi realizada a analise em 5 dias diferentes de solugdes-padréo
referentes a trés niveis de concentracdo (Nivel 1: 0,5 pg mL™* daidzeina, gliceteina, genisteina
e 0,1 ug mL* coumestrol; Nivel 2: 5 ug mL™* daidzeina, gliceteina, genisteina e 2,5 pug mL*
coumestrol; Nivel 3: 10 pug mL™ daidzeina, gliceteina, genisteina e 5 pg mL™* coumestrol),
sendo estimado o coeficiente de variacdo (CV) ao final das sucessivas repeticdes. A exatiddo
foi avaliada por meio de ensaios de recuperacdo utilizando 3 amostras escolhidas
aleatoriamente, sendo essas fortificadas com padrdes dos analitos em 3 niveis de concentraces
diferentes (Nivel 1: 0,75 pg mL™* daidzeina, gliceteina, genisteina e 0,5 pg mL™* coumestrol;
Nivel 2: 1 pg mL? daidzeina, gliceteina, genisteina e coumestrol; Nivel 3: 10 pg mL*

daidzeina, gliceteina, genisteina e 5 pg mL™* coumestrol).
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4.4 Anélises estatisticas

Os pressupostos da andlise de variancia foram verificados utilizando-se o teste de Shapiro-
Wilk. As variaveis significativas no teste F (p <0,05) foram submetidas ao teste de Tukey a 5%
de probabilidade utilizando-se software R® (R Core Team, 2019).

5 RESULTADOS

5.1 Experimento 1: avaliacdo morfoldgica da soja e severidade do oidio

Para as variaveis diametro do caule e nimero de n6s ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os tratamentos (Figura 3). Entretanto, em relacdo a altura das plantas foram
observadas diferengas significativas. O controle positivo e o tratamento Cu+MgO+Fe
apresentaram os maiores valores (23,18 e 22,44 cm, respectivamente), enquanto as plantas de
soja submetidas ao tratamento 4Cu+MgO registraram a menor altura (16cm), sendo este
tratamento significativamente menor quando comparado ao controle negativo. Os demais

tratamentos ndo se diferenciaram entre si.

Figura 3: Altura de planta, diametro e numero de né em funcdo dos diferentes tratamentos
aplicados via foliar na soja para 0 manejo do oidio.
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Legenda: Barras seguidas pela mesma letra mindscula, dentro do mesmo parametro, nao
diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p <0,05).

Fonte: Do autor (2024)



36

Para o peso seco ndo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos
(Figura 4). Ja para o peso fresco da parte aérea foram encontradas diferencas entre 0s
tratamentos. Os tratamentos Cu+GEOX® e Cu+MgO apresentaram os maiores valores de peso
fresco (64,08 e 60,81 g respectivamente), um aumento de 20% em relacdo ao controle negativo
(51,01g). O tratamento 4Cu+1MgO apresentou o menor peso fresco (47,24 g) em comparagdo

aos demais tratamentos.

Figura 4: Peso fresco e seco da parte aérea da soja.
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Legenda: Barras seguidas pela mesma letra mindscula, dentro do mesmo parametro, ndo
diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p <0,05).

Fonte: Do autor (2024)

Houve diferenca entre os tratamentos (p<0,05) para area abaixo da curva de progresso
da doenca (AACPD) (Figura5). O controle positivo obteve o menor valor de AACPD (1314,60)
em relagdo aos demais tratamentos, diferentemente do controle negativo, com o maior valor de
AACPD (1987,88). O tratamento Cu+MgO+Fe apresentou uma média de AACPD igual
al388,22, representando uma reducdo de 30% em comparagdo ao controle negativo. Os
tratamentos Cu+MgO (1537,73) e Cu+GEOX (1553,64) apresentaram valores intermediarios
em comparagao aos demais tratamentos. Os tratamentos 4Cu+1MgO e Cu+MgO+Sacarose ndo
se diferenciaram estatisticamente, com valor de AACPD de 1606,34 e 1611,5 respectivamente.
O tratamento 4Cu+1GEOX foi 0 que apresentou maior valor de AACPD (1634,38) em relacdo

aos tratamentos a base de cobre.
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Figura 5: Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para os diferentes
tratamentos aplicados via foliar em soja para o0 manejo do oidio em casa de vegetacao.
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Legenda: Barras seguidas pela mesma letra minuscula ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de Tukey (p <0,05).

Fonte: Do autor (2024)

5.2 Experimento 2: analises bioquimicas

Os tratamentos 4Cu+1MgO e 4Cu+1GEOX apresentaram fitotoxidez e ndo foram
avaliados neste trabalho em relacdo aos parametros bioguimicos. Quantidades excessivas de
cobre (Cu?*) podem levar a alteracdes fisioldgicas, como danos as raizes, inibicdo da absorcio
de nutrientes, reducdo das taxas de fotossintese e alteragdes nos compostos fendlicos
(MARSCHNER 1995; MICHALAK 2006; MICHAUD et al., 2008, TOSELLI et al., 2009,
LEQUEUX et al., 2010, CAMBROLLE et al., 2015; AMBROSINI et al., 2015).

5.2.1 Teor de Clorofila

Os teores de clorofila total (somatoria da clorofila A e clorofila B) foram quantificados
por HPLC-UV, onde foram obtidos os tempos médios de retengdo dos padrdes de clorofila A e
B. O tempo de retencéo para a clorofila A foi de 21,87 + 0,75 minutos, enquanto para a clorofila
B foi de 11,13 + 0,61 minutos (Figura 6).
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Figura 6: Cromatograma da solugdo-padrdo dos compostos clorofila A e B na concentracdo de
10 ug mL™.
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Os coeficientes de correlagcdo, LD, LQ, coeficiente de variancia (CV) e exatidao

(recuperacdo) obtidos para 0 método analitico empregado estao apresentados na Tabela 3.

Fonte: Do autor (2024)

Tabela 4: Coeficientes de correlacdo (R?), limite de detec¢do (LD), limite de quantificacdo
(LQ), coeficiente de variacdo (CV), precisdo e exatiddo dos padrdes Clorofila A e B.

Parametros Clorofila A Clorofila B
R2 0,99999 0,99998
LD (mg g™) 0,049 0,022
LQ (mg g*) 0,165 0,072
Recuperacéo (%) 80 a 105 85a108
CV (%) 1,14a2,13 0,97 a 3,46

Fonte: Do autor (2024)
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Para os teores de clorofila total ndo foram encontradas diferencas entre os tratamentos
(Figura 7), indicando que os tratamentos utilizados ndo influenciaram nessa variavel. Os
tratamentos apresentaram em média teores de clorofila variando entre 5,20 mg.g™* a 6,67 mg.g°

! massa fresca para os tratamentos Cu+GEOX e Cu+MgO+Sacarose, respectivamente.

Figura 7: Teores de clorofila total (clorofila A + B) em funcdo aos diferentes tratamentos
aplicados via foliar em soja para 0 manejo do oidio em casa de vegetacéo.
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Legenda: Letras minusculas diferentes nas barras indicam diferencas significativas pelo teste
de Tukey (p <0,05) entre os tratamentos aplicados.

Fonte: Do autor (2024)

5.2.2 Teores de carotenoides
N&o houve diferenca entre os teores de carotenoides nos tratamentos avaliados (Figura
8). Os valores variaram entre 0,52 a 0,65 pg.mg™ (Cu+MgO e Cu+MgO+Fe, respectivamente).
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Figura 8: Teores de carotenoides em funcdo dos diferentes tratamentos aplicados via foliar em
soja para 0 manejo do oidio em casa de vegetacéo.
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Legenda: Letras mindsculas diferentes nas barras indicam diferencas significativas pelo teste
de Tukey (p <0,05) entre os tratamentos aplicados.

Fonte: Do autor (2024)

5.2.3 Compostos fenolicos soluveis totais

N&o houve diferenca entre os teores dos compostos fendlicos solUveis totais dos
tratamentos avaliados (Figura 9). Os valores variaram entre 4,88 e 5, 27ug.mg de matéria seca
indicando que os tratamentos utilizados ndo influenciaram significativamente nos niveis de

compostos fenodlicos nas folhas de soja.
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Figura 9: Teores dos compostos fendlicos sollveis totais em funcdo aos diferentes tratamentos
aplicados via foliar em soja para 0 manejo do oidio em casa de vegetacao.
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Legenda: Letras minudsculas diferentes nas barras indicam diferencas significativas pelo teste
de Tukey (p <0,05) entre os tratamentos aplicados.

Fonte: Do autor (2024)

5.2.4 Lignina soluvel

Para os teores de lignina soltvel foram observadas diferencas significativas entre os
tratamentos (Figura 10). O tratamento Cu+GEOX apresentou 0 maior contetdo de lignina
(19,12 pg.mg* de matéria seca), correspondendo a um incremento de 19,98% em relagio ao
tratamento Cu+MgO+Fe (15,30 pg.mg?), que apresentou o segundo maior valor. Comparando
o tratamento Cu+GEOX ao controle negativo (11,42 pg.mg™?) observou-se um incremento de
aproximadamente 40% nos teores de lignina. Os tratamentos controle negativo, Cu+MgO
(11,10 pug.mg™t) e Cu+MgO+Sacarose (10,93 pg.mg?) ndo diferiram entre si.
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Figura 10: Teores de lignina total em fung&o aos diferentes tratamentos aplicados via foliar em
soja para 0 manejo do oidio em casa de vegetacéo.
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Legenda: Barras seguidas pelas mesmas letras minusculas ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey (p <0,05).

Fonte: Do autor (2024)

5.2.5 Fenilalanina amonia-liase (PAL)

N&o foi observada diferenca da atividade da enzima fenilalanina aménia-liase (PAL)
nas folhas de soja para os tratamentos avaliados dentro do mesmo tempo de coleta (Figura 11).
Em relacéo aos diferentes tempos de coleta observou-se que todos os tratamentos apresentaram
maior atividade da enzima ap6s 120 haap. Em média todos os tratamentos do Gltimo tempo de
coleta apresentaram um acrescimo de aproximadamente 15% na atividade da enzima em relacdo
aos demais tempos.

As plantas pulverizadas com o tratamento Cu+MgO apresentaram maior atividade da
enzima apods 120 horas a aplicacdo atingindo o valor de 2,98 pM/min. Nos demais periodos de
coleta ndo foram observados diferenca significativa.

O tratamento Cu+GEOX apresentou a maior atividade enzimatica 120 horas apos a
aplicacdo (1,96 uM/min), enquanto os menores valores foram registrados aos 48, 72 e 96 haap.
Nos tempos O e 24 horas, a atividade da PAL ndo diferenciaram significativamente,

apresentando valores intermediarios em relacdo aos demais tempos de coleta.
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Figura 11: Atividade da enzima fenilalanina amonia-liase (PAL) avaliada em folhas de soja
pulverizadas com diferentes tratamentos e analisada as 0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apds a
aplicacdo dos produtos (haap).
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Legenda: Barras seguidas pelas mesmas letras minusculas (representam a comparacdo dos
diferentes tratamentos no mesmo tempo de coleta) e mesmas letras maitscula (representam a
comparacdo do mesmo tratamento em diferentes tempos de coleta) ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p <0,05).

Fonte: Do autor (2024)

No caso do tratamento Cu+MgO+Fe, a maior atividade enzimatica foi constatada ap6s
120 horas da aplica¢do (1,95 pM/min). Menores atividades da enzima foram observados nas
coletas realizadas as 24, 48 e 72 haap, enquanto as atividades enziméticas nos tempos de coleta
de 0 e 96 haap ndo apresentaram diferenca significativas em relacdo ao pico em 120 h e os
menores valores obtidos nos demais tempos avaliados.

Plantas pulverizadas com Cu+MgO+Sacarose apresentaram um aumento da atividade
da enzima ao longo do tempo apds a sua aplicagdo. Os maiores valores foram registrados nas
coletas de 96 e 120 haap (2 e 2,36 uM/min, respectivamente). Nos tempos de coleta anteriores

ndo foram registrados diferenca significativa na atividade da enzima.

5.2.6 Superodxido dismutase (SOD)
Né&o foi observada diferenca da atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) entre

0s tratamentos para 0 mesmo tempo de coleta (Figura 12), somente em relagéo aos diferentes
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tempos de coleta. Nos periodos iniciais (0 e 24 horas) e no ultimo tempo de coleta (120 horas)
apos a aplicacao dos tratamentos observou-se os maiores valores de atividade enzimatica. Esse
resultado foi semelhante nos tratamentos analisados, com excec¢éo de plantas pulverizadas com
Cu+MgO+Fe, as quais ndo apresentaram diferenca na atividade da enzima entre os tempos de
coleta avaliados.

Figura 12: Atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) avaliada em folhas de soja
pulverizadas com diferentes tratamentos e analisada as 0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apds a
aplicacdo dos produtos (haap).
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Legenda: Barras seguidas pelas mesmas letras minusculas (que representam a comparacao dos
diferentes tratamentos no mesmo tempo de coleta) e letras mailsculas (que representam a
comparacdo do mesmo tratamento em diferentes tempos de coleta) ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p <0,05).

Fonte: Do autor (2024)

Para o tratamento Cu+MgO verificou-se dois perfis de resposta em relacao a atividade
da SOD. No primeiro observou-se 0s maiores valores da atividade da enzima (4,70; 4,56 e 4,18
HM/min, respectivamente) as 0, 24 e 120 horas apés aplicagdo do tratamento. J& no segundo
perfil houve uma reducdo média de 49% nos valores da atividade enzimética nos periodos de
48, 72 e 96 haap (2,21; 2,38 e 2,19 uM/min, respectivamente).

Para o tratamento Cu+GEOX a maior atividade enzimatica foi observada no tempo de
24 horas apo0s a sua aplicagéo (4,39 uM/min), diferenciando-se do tempo Oh, com atividade de
4,10 uM/min. Os menores valores foram registrados nos periodos de 48, 72 e 96 horas ap0os
aplicacdo (2,45; 2,31 e 2,30 puM/min respectivamente). Ja no tempo de coleta de 120 horas, a
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atividade enzimética deste tratamento foi de 2,98 pM/min, atividade intermediaria em relacdo
aos demais tempos avaliados.

A maior atividade da enzima para o tratamento Cu+MgO+Sacarose foi identificado no
tempo de 120 horas apds aplicacédo (3,54 uM/min), enquanto a menor atividade foi registrada
nos periodos de 48 e 72 horas (2,11 e 2,12 pM/min, respectivamente). Nos demais periodos de

coleta ndo foram identificadas diferengas significativas.

5.2.7 Peroxidase (POD)

Diferencas significativas foram encontradas para a atividade da peroxidase (POD) na
maioria dos tratamentos e tempos de coleta avaliados (Figura 13). A maior atividade enzimatica
foi observada 120 haap, enquanto a atividade da enzima nos tempos de coleta de 0 e 24 horas
ndo apesentaram diferencas significativas entre si. Os tempos de 48, 72 e 96 horas apds a
aplicacdo dos produtos apresentaram uma reducao na atividade da enzima em comparagdo com
os tempos iniciais (0 e 24 horas). O controle negativo apresentou os valores mais baixos de
atividade da enzima POD para todos os tempos de coleta, exceto o de 24h, em que tratamento
Cu+MgO+Sacarose apresentou a menor atividade da POD.

Figura 13: Atividade da enzima peroxidase (POD) avaliada em folhas de soja pulverizadas
com diferentes tratamentos e analisada as 0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas ap0s a aplicacdo dos
200

produtos (haap).
aA
bA
bAB cAllcaB | A
a8 bBC 2AB aB l
cB CBC bBC
eB ©Cac B CBC
100 i i i i k } ii

0
0 haap 24 haap 48 haap 72 haap 96 haap 120 haap
m Controle negativo ™ Cu+MgO Cu+GEOX Cu+MgO+Fe  ® Cu+MgO+Sacarose

POD
300

250

Atividade da POD (uM/min/mg proteina)
@
o

3]
t=}

Legenda: Barras seguidas pelas mesmas letras minusculas (que representam a comparacao dos
diferentes tratamentos no mesmo tempo de coleta) e mesmas letras mailscula (que representam
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a comparagdo do mesmo tratamento em diferentes tempos de coleta) ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p <0,05).

Fonte: Do autor (2024)

O tratamento Cu+MgO apresentou maior atividade da enzima nos tempos de 24 e 120
haap (240,1 e 245,19 uM/min, respectivamente), enquanto os demais tempos de coleta (0, 48,
72 e 96 h) foram significativamente semelhantes entre si, apresentando valores superiores a 97
HM/min e inferiores a 140 puM/min.

Para o tratamento Cu+GEOX, observou-se uma resposta diferente, onde a maior
atividade da POD foi identificada no tempo 0 h (169,02 uM/min). A partir de 24 haap a
atividade da enzima foi reduzida em 20% (134,70 uM/min) em comparacao ao tempo anterior,
mantendo essa reducdo até 72 horas apos aplicacdo (95,84 uM/min). A partir de 96 horas
identificou-se uma elevacdo na atividade da enzima (99,74 uM/min), onde foi possivel observar
no tempo de 120 horas o segundo maior registro da atividade (159,93 pM/min).

O tratamento composto por Cu+MgO+Fe, registrou a maior atividade enzimatica as 120
haap (182,39 uM/min), seguido pelo tempo Oh, com 161,75 pM/min. Os tempos que
apresentaram os menores valores da atividade enzimatica foram 24 e 72 haap (80,56 e 89,07
pHM/min, respectivamente).

No tratamento Cu+MgO+Sacarose a maior atividade enzimatica foi observada as 120
haap (164,62 pM/min). No tempo Oh, a atividade da enzima foi de 134,73 uM/min; apos 24
horas, o valor registrado foi de 48,94 uM/min o que correspondeu a uma reducdo de mais de

60% na atividade da enzimatica quando comparado ao tempo de coleta 120 haap.

5.2.8 Catalase (CAT)

Para a atividade da catalase (CAT) foram constatadas diferencas significativas entre 0s
tratamentos tanto dentro do mesmo tempo de coleta quanto nos diferentes tempos (Figura 14).

Ao analisar os tratamentos para 0 mesmo tempo de coleta, observou-se que as 0, 48 e
72 haap houve uma resposta semelhante. No entanto, no tempo de 24 horas a atividade
enzimatica foi superior para os tratamentos Cu+MgO e Cu+GEOX (9,71 e 8,80 pM/min),
enquanto nos tratamentos Cu+MgO+Fe e Cu+MgO+Sacarose a atividade da enzima (3,38 e
3,51 uM/min) foi 40% menor quando comparado ao controle negativo (9,09 uM/min).
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Figura 14: Atividade da enzima catalase (CAT) avaliada em folhas de soja pulverizadas com
diferentes tratamentos e analisada as 0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apés a aplicacdo dos produtos

(haap).
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Legenda: Barras seguidas pelas mesmas letras minusculas (que representam a comparacao dos
diferentes tratamentos no mesmo tempo de coleta) e pelas mesmas letras mailsculas (que
representam a comparacao do mesmo tratamento em diferentes tempos de coleta) ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p <0,05).

Fonte: Do autor (2024)

No tempo de 120 horas observou-se um perfil distinto, onde o tratamento Cu+MgO e
Cu+MgO+Sacarose apresentaram 0s maiores valores da atividade enzimatica (10,43 e 9,71
MM/min). Por outro lado, os tratamentos Cu+MgO+Fe Cu+GEOX exibiram valores
intermediarios (8,85 e 7,71 pM/min), sendo superiores apenas ao controle negativo (4,08
uM/min).

A maior atividade enzimatica foi observada nos tempos de 0, 24 e 120 haap. Em
contraste, para 48, 72 e 96 horas evidenciou-se uma reducdo significativa de 49% em
comparagao com os demais tratamentos.

A atividade enzimética do tratamento Cu+MgO pode ser descrita pela formacéo de dois
grupos distintos. O primeiro grupo apresentou a maior atividade da enzima nos tempos 0, 24 e
120 horas apos aplicagédo, enquanto o segundo grupo exibiu valores mais baixos nos tempos de
48, 72 e 96 haap, correspondente a uma redugdo de mais 65% da atividade da enzima do
segundo grupo para o primeiro.

O tratamento Cu+GEOX apresentou os maiores valores da atividade da enzima nos
tempos 0 e 24 horas apos aplicacdo (9,47 e 8,80 uM/min). Posteriormente, houve uma reducéo
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na atividade da enzima nos tempos de 48, 72 e 96 horas, e um aumento na atividade enzimética

no tempo de 120 horas.
Para os tratamentos Cu+MgO+Fe e Cu+MgO+Sacarose foi observado uma resposta

semelhante. Nos tempos de 0 e 120 horas ap0s aplicacdo dos tratamentos foram registrados o0s

maiores valores da atividade da enzima, enquanto nos tempos de 24 e 72 horas foram

identificados 0os menores valores.

5.2.9 Deteccao e quantificacdo dos isoflavonoides
A seletividade foi realizada por adicdo padrdo comparando-se amostra sem adi¢do dos

analitos e com amostra fortificada com os analitos (5 pg mL™). A separacdo ndo teve
interferéncia da matriz na identificacdo dos compostos em analise (Figura 15).
Figura 15: Cromatograma da amostra sem fortificacdo e com fortificacao (seletividade).
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Fonte: Do autor (2024)

O tempo médio de retencdo obtido para os compostos analisados foram de 23,13 + 0,51
minutos para daidzeina; 24,36 = 0,25 minutos para gliciteina; 27,18 + 0,19 minutos para

genisteina e 31,022 + 0,78 minutos para coumestrol (Figura 16).
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Figura 16: Cromatograma da solucdo-padrdo dos compostos daidzeina, gliciteina, genisteina e
coumestrol nas concentracdes de 10, 5, 5 e 10 pg mL™, respectivamente.
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Fonte: Do autor (2024)

Os coeficientes de correlagdo, limites de deteccao, quantificacao, precisdo (coeficientes
de variacdo) e exatiddo (recuperacdo) obtidos para o método analitico empregado estdo
apresentados na Tabela 4. N&o foi observado diferenca na concentracdo de todos isoflavonides
avaliados (Figura 17).

Tabela 5: Coeficientes de correlacdo (R?), limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo
(LQ), precisao e exatiddo dos padr@es daidzeina, gliciteina, genisteina e coumestrol.

Parametros Daidzeina Gliciteina Genisteina ~ Coumestrol
B 94985,3 8425,8 106714,2 54925,8
A -38589 -1214,3 -5195,8 -3474,8
R2 0,99997 0,99998 0,99995 0,99996

LD (ug mL1) ou (ug g?) 0,21o0ul5 0,240ul,71 0050u0,35 0,070u0,5
LQ (ug mLY) ou (ug gb) 0,710u5 0,8lou578 0,170ul21 0,240ul,71

Recuperagéo (%) 82all7 84 a93 80a1ll10 82a94
CV (%) 0,88a2,73 0,60 a 3,56 0,96 a 2,45 0,76 a 3,77

Fonte: Do autor (2024)
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Figura 17: Teores de daidzeina, gliciteina, genisteina e coumestrol nas folhas de soja pulverizadas com diferentes tratamentos.
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6 DISCUSSAO

A busca por sistemas de manejo agricola com a menor dependéncia de fungicidas
sintéticos, visando o controle de doengas de forma sustentdvel e menos agressiva ao meio
ambiente sem afetar a qualidade da producéo esta em constante crescimento (GUPTA, 2017;
De PAULA etal. 2021). Nesse contexto, estudos sobre nutrientes minerais que ativam respostas
de defesa latentes das plantas torna-se crucial. No entanto, a estimulacéo dessas defesas implica
no redirecionamento de energia e 0s metabdlitos primarios o que representa um investimento
significativo para a planta podendo afetar seu desenvolvimento (BURKETOVA et al. 2015).

O excesso de cobre (Cu?*) podendo afetar negativamente o desenvolvimento das plantas
causando alteracdes anatdbmicas e morfologicas, sendo que as plantas herbaceas sdao mais
impactadas negativamente por excesso desse elemento (MARSCHNER, 1995; MICHALAK,
2006; MICHAUD et al., 2008, BURKHEAD et al. 2009; TOSELLI et al., 2009, LEQUEUX et
al., 2010, CAMBROLLE et al., 2015; AMBROSINI et al., 2015). No presente estudo, 0s
tratamentos aplicados via foliar em soja para 0 manejo do oidio ndo influenciaram as variaveis
morfolégicas em comparacdo ao controle positivo (fungicida comercial), esses resultados
indicam que ndo houve redirecionamento de gasto energético de forma prejudicial para o
desenvolvimento da planta, sendo possivel estabelecer um perfil de normalidade no
desenvolvimento das plantas, com ressalva para o tratamento 4Cu+1MgO, que apresentou 0s
menores valores de altura de planta e peso fresco.

O cobre, além de um micronutriente essencial com atuacdo em diversos processos
fisioldgicos nas plantas, também € um fungicida de contato multi-sitio capaz de se ligar a sitios
que interrompem o metabolismo do patégeno (POZZA, 2021; RESENDE et al., 2021). Neste
estudo verificou-se uma redug@o no progresso da doenga em todos os tratamentos avaliados,
com valores de AACPD abaixo do controle negativo. Esse resultado pode ser atribuido a
atuacdo do cobre. O uso de cobre no fortalecimento foliar da soja para protecdo contra a
ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi Syd. & P.Syd.) foi estudado por Bedin et al. (2020).
Segundo o referido autor a nutrigdo foliar com cobre aliada a tratamentos fitossanitarios pode
reduzir a severidade da ferrugem e aumentar o desempenho das plantas, sendo, uma alternativa
promissora para um manejo sustentavel.

Nesse cenario, 0 uso de nutrientes minerais, que tém a capacidade de mitigar os danos

causados por doencas fungicas na produtividade das culturas, tem sido apontado como uma
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alternativa promissora de manejo de doengas (LEMES et al. 2011; MESQUITA et al. 2019;
EINHARDT et al. 2020).

O cobre pode interferir na sintese e degradacdo de pigmentos como clorofilas e
carotenoides (MYSLIWA et al., 2004; UPADHYAY e PANDA, 2009). Estudos conduzidos
por Grotz, 2006; Taiz, 2009; Coelho, et al. 2018; Badinelli, 2019 e Franco et al., 2023,
corroboram com a relagdo entre os niveis de clorofila e a produtividade. O excesso de cobre
pode suprimir a sintese da clorofila e consequentemente, reduzir a producéo de carboidratos
(glicose e amido), que resulta no menor crescimento vegetativo das plantas. Silva (2000),
evidencio que a pulverizacdo de sacarose nas concentracdes de 0,5 a 1% promoveu estimulos
na fotossintese em mudas de café depauperadas. Nesse estudo ndo foi possivel observar
diferenca significativa nos teores de clorofila e carotenoides entre os tratamentos quando
comparado ao controle negativo (sem aplicacdo de produtos). Nesse estudo ndo foi possivel
observar diferenca significativa nos teores de clorofila e carotenoides entre os tratamentos sobre
as diferentes variagdes das doses de cobre utilizadas neste estudo ndo influenciaram nos teores
de clorofila A, B e carotenoides quando comparado ao controle negativo (sem aplicacdo de
produtos).

Os fendlicos sdo sintetizados através de uma via da rota do chiquimato/fenilpropandide.
Para os teores dos compostos fenolicos sollveis totais ndo houve influéncia dos tratamentos
avaliados em comparagdo com a testemunha. Os compostos fendlicos totais referem-se a uma
ampla classe de compostos que podem se polimerizar e formar diversos produtos, como
flavonoides, ligninas, taninos e outras subclasses de compostos que influenciam o crescimento
e desenvolvimento das plantas. Esses compostos fendlicos também podem ser toxicos aos
microrganismos, sendo considerados mecanismos de defesa das plantas (YALPANI, 1994;
RASKIN, 1992; SENARATNA et. al., 2000; NAZAR et al., 2011; SHARMA et al., 2019 e
DONG & LIN 2021).

Moraes et al. (2009), observaram que 0 aumento no teor de lignina é influenciado por Cu e
que existe uma competicdo desse elemento com outros micronutrientes, como o zinco (Zn) e 0
manganés (Mn), os quais sdo importantes em uma das fases da rota metabolica da sintese de
lignina. Neste trabalho verificou-se que os teores de lignina soltvel da parte aérea da soja foram
influenciados nos tratamentos Cu+GEOX e Cu+MgO+Fe. A combinacdo dos elementos
contidos nos tratamentos pode ter provocado um efeito sinérgico em beneficio das plantas. Esse
evento sinérgico do Cu+Fe foi observado por Kitagishi e Yamane (1981) em mudas de arroz e

por Lanaras et al. (1993), em plantas de trigo, além de Cambrollé et al. (2015).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653514007802#b0060
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653514007802#b0070
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Quando ocorre 0 excesso de Cu?+ resulta na elevagéo da concentracéo de espécies reativas
de oxigénio, impactando diretamente ou indiretamente as vias metabdlicas (LIU et al., 2018 e
SALEEM et al., 2020 a,b). Estudos realizados por Upadhyay (2009), sobre a inibicdo do
crescimento induzida pelo cobre, estresse oxidativo e alteracBes ultraestruturais em alface
d'agua recém-cultivada (Pistia stratiotes L.) constataram variagcdes nas respostas das enzimas
quando ocorre a exposi¢do de diferentes concentraces de cobre. Para reduzir os possiveis
danos, as plantas desenvolveram um sistema enzimatico protetor que pode reduzir o stress
oxidativo. Yusefi-Tanha (2020), também observou os fatores que afetam a toxicidade, e,
segundo o referido autor, o tamanho de particula, a concentracdo e a interacdes de
nanoparticulas de 6xido de cobre (CuONPs) afetam diretamente as sementes e o sistema de
defesa antioxidante (SOD, CAT , POD) em soja.

No presente estudo as enzimas PAL e SOD ndo apresentaram diferenca entre os
tratamentos, observagédo da auséncia dessa variagdo nas enzimas pode ser justificada devido ao
fato dos niveis de cobre utilizados estarem abaixo do limite maximo que as plantas podem
tolerar, conforme foi descrito por Marschner (2012) e Fidalgo et al. (2013). Entretando no
decorrer do tempo foi observado que a atividade dessas enzimas foram aumentando. Resultados
semelhantes foram observados por Kovacik (2007) em estudos da relacdo da atividade PAL e
dos compostos fendlicos na tolerancia da camomila ao excesso de cadmio e cobre e verificaram
que a atividade da PAL foi estimulada com a aplicagdo de cobre. O Cu induziu um aumento
apos 24 horas da aplicacdo e posteriormente diminuiu. Este fato pode ser explicado devido as
propriedades redox do Cu, permitindo-lhe uma alta geracdo de EROs. Desse modo, as plantas
podem aumentar o metabolismo fendlico e a atividade PAL para produzir fendélicos
antioxidantes.

As enzimas CAT e POD apresentaram atividade distintas da enzima PAL, em relacdo
as concentrac6es no decorrer dos tempos de coletas. Observou-se maior atividade nos primeiros
e nos ultimos tempos de coleta sendo verificado uma supressdo nos tempos intermediarios.
Estudos realizados por Yu & Rengel (1999), Lombardi & Sebastiani (2005), Thounaojam et al.
(2013), Elleuch et al. (2013), Thounaojam et al. (2014), Liu e Wang (2018), Hansel, et al.
(2021), observaram aumento da atividade das referidas enzimas indicando a capacidade do
cobre em altera-las. Devi e Prasad (1998), Lombardi e Sebastiani (2005), reportam que quando
0 cobre esta presente em excesso pode promover e estimular a geracao de espécies reativas de

oxigénio, levando a um aumento nas atividades das enzimas antioxidantes.


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/catalase
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A producéo e o acumulo de isoflavondides € uma caracteristica quantitativa controlada por
multiplos fatores bioticos e abidticos (HOECK et al. 2000; LEE et al. 2003; BERGER et al.,
2008; ANGURA et al., 2016; TSUNO et al., 2018 e MATSUDA et al., 2020). Nas anélises
dos isoflavondides mais caracteristicos nas plantas de soja, o coumestrol e o grupo das agliconas
composto por daidzeina, genisteina e gliciteina, ndo foi observado diferenca significativa entre
os tratamentos. Entretanto, estudos conduzidos por Sugiyama et al., (2016) analisando a
regulacao do desenvolvimento das plantas de soja associado ao balango nutricional verificaram
gue quando a soja foi cultivada sob condic¢des limitadas de nitrogénio e fosfato, o contetido
tecidual e a composicao das isoflavonas néo foram alterados significativamente. Mas, de acordo
com os autores, na anélise dos exsudatos radiculares, observaram aumento de 8 e 15 vezes em
daidzeina e genisteina, respectivamente, e reducdo em malonildaidzina e daidzina,
demonstrando a relacdo entre o estado nutricional sobre a secrecédo de isoflavonas das raizes da
soja.

Ha uma limitacdo de estudos sobre a correlagdo de eliciadores minerais sobre 0 aumento da
producdo de isoflavonoites associado as respostas das enzimas antioxidantes. A identificacdo
dos compostos por HPLC vem sendo utilizado com maior frequéncia para as analises qualitativa
e gquantitativa de isoflavonas principalmente em produtos de soja (FUKUTAKE et al., 1996;
HUI et al., 2001; DUNCAN et al., 2003; GASPARETTO et al., 2012 e LEE et al., 2015).

O presente trabalho é um estudo que expde as possibilidades da utilizacdo de elementos
minerais como célcio, cobre e magnésio para promover a inducdo de resisténcia da planta
utilizando o método de analise por HPLC como uma alternativa confiavel para quantificar as
principais isoflavonas em matrizes mais complexas.

A compreensdo sobre a utilizacdo de eliciadores minerais sobre o estimulo da producéo
isoflavonoides é uma linha de pesquisa promissora a qual pode ser relacionada a inducédo de

resisténcia das plantas.

7 CONCLUSOES

A aplicacdo foliar de 1 Kg/ha* de sulfato de cobre associado a 0,5 Kg/ha GEOX é uma
alternativa promissora no manejo de oidio na cultura da soja. Esses produtos podem atuar como
eliciadores para ativar o complexo de enzimas antioxidantes que reduz as espécies reativas de
oxigénio sem causar prejuizos no desenvolvimento das plantas além de proporcionar maior teor

de lignina.
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