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RESUMO

RESPOSTA BIOQUIMICA DE CULTIVARES DE SOJA A Meloidogyne javanica

AUTOR: Paulo Sergio dos Santos
ORIENTADOR: Prof. Dr. Ivan F. Dressler da Costa

A inducdo de resisténcia vem sendo utilizada no controle de pragas e doencas em plantas. Os
mecanismos de defesa podem ser ativados por agentes organicos ou inorganicos, reduzindo os
impactos causados por esses organismos nas culturas de importancia agricola. Os estudos apresentados
nesta tese objetivaram elucidar os possiveis efeitos de Bacillus amiloliquefaciens e Piraclostrobina, na
inducdo de resisténcia em cultivares de soja, frente ao nematoide-das-galhas Meloidogyne javanica.
Além disso, estudou-se em curso temporal as respostas bioquimicas das cultivares de soja, analisando
a interagdo inicial planta/nematoide utilizando enzimas antioxidantes como marcadores de estresse
oxidativo. Ambos os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo. No primeiro estudo, o
efeito da utilizagdo de B. amyloliquefaciens e Piraclostronina na inducéo de resisténcia foi investigado
com base em parametros vegetativos de estatura de plantas, massa fresca e seca da parte aérea das
plantas, massa fresca de raiz, nimero de galhas, nimero de nematoides por grama de raiz e fator de
reproducdo. A partir disso, foi verificado que ambos os indutores proporcionaram reducdo do nimero
de galhas, nimero de nematoides por grama de raiz e fator reproducdo nas cultivares BMX-icone
IPRO, BMX-Ativa RR, SYN-Vtop RR e NA-5909 RG. No segundo estudo foram desenvolvidos dois
experimentos; o primeiro com o objetivo de investigar, em horas, a resposta do complexo antioxidante
da cultivar de soja BMX-Ativa RR inoculada com trés densidades populacionais de M. javanica (0,
50, 5000 e 10000 juvenis + ovos) submetidas a cinco periodos de exposicdo (1, 2, 6, 12 e 48 horas
apos inoculagdo). O segundo experimento foi composto por quatro cultivares de soja (BMX-Ativa RR,
NA-5909 RG, SYN-Vtop RR e BMX-icone IPRO), quatro intervalos de coleta (6, 12, 24 e 48 horas),
com inoculacdo de 2.500 juvenis de M. javanica e sem inoculacdo de nematoide. Para confirmar a
resposta do complexo antioxidante decorrente da interacdo nematoide/planta, foi realizada a coloracdo
de raizes nos respectivos tempos de coleta para possibilitar a contagem do nlmero de nematoides
juvenis penetrados. Os parametros avaliados em ambos os experimentos (1 e 2) foram: as enzimas
antioxidantes peroxidade de fendis (POX) e ascorbato peroxidade (APX), as concentracfes de
peréxido de hidrogénio (H.0,) e Malondealdeidos (MDA) e o nimero de juvenis de M. javanica
penetrados. No experimento 1, plantas de soja na presenca de M. javanica apresentaram aumento
significativo na concentracdo de H.O,, variando em relagdo as densidades populacionais e aos tempos
de coleta e promovendo a atividade das enzimas peroxidase (POX) e ascorbato peroxidase (APX). No
experimento 2, a concentracdo de perdxido de hidrogénio (H-0-) variou entre as cultivares com e sem
inoculacéo e nos diferentes tempos de coleta. Esses eventos foram evidenciados pela concentracdo de
Malondialdeidos (MDA) e a atividade das enzimas antioxidantes POX e APX, indicando uma resposta
rapida do hospedeiro quanto a infeccdo por M. javanica. O estresse oxidativo causado por M. javanica
ndo variou entre cultivares de soja, independentemente do fator de reproducdo do nematoide das
cultivares, entretanto, as respostas das enzimas antioxidantes POX e APX ocorreram conforme o fator
de reproducéo das cultivares.

Palavras-chave: Glycine max. Nematoide-das-galhas. Estresse Oxidativo. Inducéo de Defesa. Manejo
de Nematoides.



ABSTRACT

BIOCHEMICAL RESPONSE OF SOYBEAN CULTIVARS TO Meloidogyne javanica

AUTHOR: Paulo Sergio dos Santos
ADVISOR: Prof. Dr. lvan F. Dressler da Costa

Induction of resistance has been used to control pests and plant diseases. Defense mechanisms can be
activated by organic or inorganic agents, reducing the impacts caused by these organisms in crops of
agricultural importance. The studies presented in this thesis aimed to elucidate the possible effects of
Bacillus amiloliquefaciens and Pyraclostrobin in induction of resistance in soybean cultivars against
root-knot nematode Meloidogyne javanica. In addition, we studied the time course of biochemical
responses of the soybean cultivars, analyzing the initial interaction plant/nematode and using
antioxidant enzymes as markers of oxidative stress. Both experiments were conducted in a
greenhouse. In the first study, the effect of using B. amyloliquefaciens and Piraclostronin on induction
resistance was investigated based on vegetative parameters of plant height, fresh and dry weight of the
aerial part of the plants, fresh root weight, number of galls, number of nematodes per gram of root and
reproduction factor. From this, it was found that both inductors provided a reduction in the number of
galls, number of nematodes per gram of root and reproduction factor in the cultivars BMX-icone
IPRO, BMX-Ativa RR, SYN-Vtop RR and NA-5909 RG. In the second study, two experiments were
developed; the first with the objective of investigating, in hours, the response of the antioxidant
complex of the soybean cultivar BMX-Ativa RR inoculated with three population densities of M.
javanica (0; 50; 5,000 and 10,000 nematodes + eggs) submitted to five periods of exposure (1, 2, 6, 12
and 48 hours after inoculation). The second experiment consisted of four soybean cultivars (BMX-
Ativa RR, NA-5909 RG, SYN-Vtop RR and BMX-Icon IPRO), four collection intervals (6, 12, 24 and
48 hours), with inoculation of 2,500 juveniles of M. javanica and without nematode inoculation. To
confirm the response of the antioxidant complex resulting from the nematode / plant interaction, root
staining was performed at the respective collection times to enable counting the number of juvenile
nematodes penetrated. The parameters evaluated in both experiments were: the antioxidant enzymes
peroxidase (POX) and ascorbate peroxity (APX), the concentrations of hydrogen peroxide (H20,) and
Malondealdehydes (MDA) and the number of juveniles of M. javanica penetrated. In experiment 1,
soybean plants in the presence of M. javanica showed a significant increase in the concentration of
H20,, varying in relation to population densities and collection times and promoting the activity of the
enzymes peroxidase (POX) and ascorbate peroxidase (APX). In experiment 2, the concentration of
hydrogen peroxide (H.0.) varied between cultivars with and without inoculation and at different
collection times. These events were evidenced by the concentration of Malondialdehydes (MDA) and
the activity of antioxidant enzymes POX and APX, indicating a rapid response from the host to
infection by M. javanica. Oxidative stress caused by M. javanica did not vary among soybean
cultivars, regardless of their reproduction rate, however the responses of antioxidant enzymes POX
and APX occurred as reproduction factor of cultivars.

Keywords: Glycine max. Root-Knot nematode. Oxidative Stress. Defense Induction. Nematode
Management.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € a cultura mais importante no Brasil. Essa
oleaginosa ocupa mais de 30 milhGes de hectares, e o Brasil consolida-se como um dos
maiores exportadores mundiais do complexo soja, levando em consideragdo a soma dos
negocios de grdos, farelos e 6leos (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO,
2017). A cultura da soja apresentou rapida e significativa expansdo no Brasil, no entanto,
simultaneamente a esse processo, foi observado crescente aumento nos problemas
fitossanitarios, com registros de mais de 40 doengas causadas por fungos, bactérias, virus e
nematoides, 0 que compromete os altos rendimentos da cultura (EMPRESA BRASILEIRA
DE PESQUISA AGROPECUARIA, 2006).

Dentre esses grupos de patdgenos, destacam-se os fitonematoides, microrganismos
habitantes naturais do solo que possuem a capacidade de se alimentar diretamente no sistema
radicular das plantas de soja, comprometendo o desenvolvimento e reduzindo, assim, a
produtividade (AGRIOS, 2005; DIAS et al., 2010; TIHOHOD, 2000). Estimativas apontam
que 0s prejuizos causados por esses microrganismos, em escala global, ja ultrapassam a casa
de US$ 100 milhdes anuais (FERRAZ, B. et al., 2001; MCCARTER, 2009; SASSER,;
FRECKMAN, 1987).

No Brasil, varias sdo as espécies associadas a reducdo ou ao aumento no custo da
producdo na cultura da soja (DIAS et al., 2010). Porém, destaca-se que 0 nematoide-das-
galhas Meloidogyne javanica (TREUB, 1885) CHITWOOD, 1949, espécie amplamente
distribuida em todos os estados produtores, possui um alto grau de polifagia (capacidade de se
alimentar de plantas de diferentes familias botanicas), podendo ocasionar perdas significativas
a cultura (DIAS et al., 2010; FERRAZ, S. et al., 2010).

Os principais métodos de controle recomendados para 0 manejo de M. javanica
baseiam-se na aplicacdo de nematicidas, quimicos ou bioldgicos, via tratamento de sementes
ou sulco de semeadura; na utilizagdo de variedades resistentes e na rotagcdo de culturas com
plantas ndo hospedeiras (ARAUJO; BRAGANTE; BRAGANTE, 2012). Apesar dessas
opcdes para 0 manejo, a eficiéncia desses métodos é frequentemente questionavel quando
utilizados isoladamente. Em virtude disso, a adocdo de medidas integradas para o controle
desse nematoide faz-se necesséria.

Na busca por novas alternativas de controle eficientes, de carater associativo as

ferramentas ja existentes, com caracteristicas que ndo ocasionem efeitos negativos para o
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meio ambiente e para 0 homem e sejam de facil implementacéo, a inducdo de resisténcia de
plantas tem sido considerada uma proposta extremamente promissora, pois apresenta
vantagens como efetividade contra diversos patégenos, estabilidade - devida a acdo de
diferentes mecanismos de resisténcia - e carater sistémico.

Em suma, essa técnica consiste na ativacdo de mecanismos de defesa latentes,
existentes nas plantas, em resposta ao tratamento com agentes organicos ou inorganicos.
Nesse processo, as plantas sdo expostas a um agente indutor, e seus tecidos reagem mais
rapidamente e com mais eficiéncia as tentativas de colonizacdo por um patdgeno virulento
(ROMEIRO, 2007). Existem dois principais mecanismos de resisténcia que governam esse
processo: a Resisténcia Sistémica Adquirida SAR (“Systemic Acquired Resistance”) e a
Resisténcia Sistémica Induzida ISR (“Induced Systemic Resistance”).

A SAR apresenta o acumulo de Proteinas Relacionadas com Patogénese (PRPs) como
o principal mecanismo indutor de defesa em plantas, sendo sua via de sinalizacdo o salicilato-
dependente (STICHER; MAUCH-MANI; METRAUX, 1997, ROMEIRO, 2000, 2007). No
caso da ISR, a rota de sinalizacdo esta associada a jasmonato e etileno, ndo havendo acumulo
de PRPs.

As principais respostas de defesa envolvidas por esses mecanismos passam pela morte
programada de células, a Reacdo de Hipersensibilidade (RH), a producdo de metabdlitos
secundarios antimicrobianos (fitoalexinas) e a producdo de proteinas relacionadas a
patogénese (PR-proteinas) (FARIA et al., 2003; OLIVEIRA; VARANDA; FELIX, 2016).

No tocante a isso, a expressdo fenotipica de resisténcia das plantas a nematoides
geralmente é caracterizada pela RH, que consiste na morte programada de células no local da
infeccdo, limitando, assim, o seu desenvolvimento e a sua reproducdo (WILLIAMSON,
1999). Em nivel bioquimico, essa complexa interacdo nematoide-planta é condicionada a um
aumento significativo na concentracdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), como
superdxido (Oz’), Peroxido de Hidrogénio (H202) e radical hidroxila (OH"), sendo a primeira
resposta da planta ao ataque (MELILLO et al., 2006).

Esse acimulo de EROs nas celulas vegetais pode ser toxico para ambos (planta e
nematoides). No entanto, nas plantas, as EROs podem reagir como moléculas biol6gicas,
ocasionando danos irreversiveis as membranas celulares, proteinas e acidos nucléicos (APEL;
HIRT, 2004). Embora esse acimulo de EROs possa inicialmente contribuir para a resisténcia
aos nematoides (KYNDT et al., 2012), as plantas desenvolveram mecanismos néo

enzimaticos e enzimaticos (APEL; HIRT, 2004) capazes de remover 0 excesso de EROs
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gerado durante a interacdo patdgeno-hospedeiro. Tais mecanismos desempenham um papel
fundamental na resisténcia a doencas de plantas.

Dentre as enzimas envolvivas no processo de desintoxicagdo, destacam-se a
Peroxidase de Fenois (POX) e a Ascorbato Peroxidase (APX), que estdo comumente
envolvidas nos mecanismos de defesa do hospedeiro contra o estresse oxidativo e sdo
especialmente importantes na desintoxicacdo do H2O> na célula, prevenindo ou minimizando
0s danos oxidativos (MITTLER, 2002; SHARMA et al., 2012).

Entretanto, a grande maioria dos trabalhos de inducdo de resisténcia relaciona-se
comumente as doencas foliares, sendo dada pouca atencdo a inducdo contra patdégenos do
sistema radicular, como os fitonematoides. Tal desatencdo ocorre apesar de alguns trabalhos
terem comprovado o0 aumento da resisténcia de plantas a esses microrganismos em diferentes
patossistemas (DIAS-ARIEIRA et al., 2013).

Com base no exposto, esta tese apresenta dois artigos que elucidam os trabalhos que
foram desenvolvidos com a finalidade de demonstrar os possiveis efeitos da rizobactéria
Bacillus amyloliquefaciens e do fungicida Piraclostrobina na indugdo de resisténcia em
cultivares de soja frente ao nematoide-das-galhas M. javanica. Além disso, foram observadas,
em curso temporal, as respostas bioguimicas das cultivares de soja, analisando a interacédo
inicial planta-nematoide com a utilizacdo de enzimas antioxidantes como marcadores de

estresse oxidativo.
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Artigo 1 (Seré& submetido a revista Nematropica)
2. ARTIGO 1 - EFEITO DE BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENS E
PIRACLOSTROBINA NO MANEJO DE MELOIDOGYNE JAVANICA NA CULTURA
DA SOJA
Paulo Sergio dos Santos!™ Ivan F. Dressler da Costa®, Cristiano Bellé?, Gracieli Rebelatto?,
Andrezza Lopez?, Leonardo Furlanit

Centro de Ciéncias Rurais, Universidade Federal de Santa Maria, Avenida Roraima, n.°
1000, Camobi, RS, 97105-900, Brasil.
2Instituto Phytus, Itaara, 97105-900, Brasil.

“Autor para correspondéncia: e-mail: pauloshio@gmail.com

RESUMO

Santos, P. S., I. F. D. Costa, C. Bellé, G. Rebelatto, A. Lopez, L. Furlani. Efeito de bacillus
amyloliquefaciens e piraclostrobina no manejo de Meloidogyne javanica na cultura da soja.
Nematropica.

Os nematoides-das-galhas limitam a produtividade da cultura da soja. Esses parasitas sdo de
dificil controle, necessitando da integracdo de vérias estratégias de manejo. Assim, o presente
estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia de indutores de resisténcia no manejo de M.
javanica em quatro cultivares de soja. Para tanto, foram estudados os indutores Bacillus
amyloliquefaciens e Piraclostrobina. O experimento foi conduzido em arranjo bifatorial (4 x
3), composto por quatro genotipos de soja sendo a BMX — icone IPRO, BMX-Ativa RR,
SYN-Vtop RR e NA-5909 RG todas suscetiveis a M. javanica. Cada indutor foi aplicado
isoladamente uma hora apos a inoculacéo, através da pulverizacgéo foliar. Plantas inoculadas e
tratadas com agua foram utilizadas como controle. Os efeitos nos parametros vegetativos

foram variaveis entre as cultivares e os indutores, no entanto, os melhores resultados foram
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observados para os tratamentos com o indutor B. amyloliquefaciens no parametro de estatura
de plantas. O indutor B. amyloliquefaciens promoveu a redu¢do no namero de galhas, nimero
de nematoides/grama de raiz e fator de reproducdo, variando de 6,67% a 31,58%; 11,69% a
50,90% e 8,08% a 39,07%, respectivamente. Para Piraclostrobina, verificou-se redugdo nos
mesmos parametros, variando de 8,89% a 45,45%; 14,18% a 50,03% e 16,83% a 45,16%,
respectivamente. De maneira geral, os indutores interferiram na reproducdo de M. javanica
nas diferentes cultivares de soja.

Palavras-chave: Glycine max, Nematoide-das-galhas, Inducéo de Defesa.

INTRODUCAO

Os nematoides-das-galhas (Meloidogyne spp. Goldi, 1887) sdo considerados o género
de maior importancia econdmica no mundo. Sua habilidade de parasitar todos os tipos de
culturas de importancia econdmica, incluindo a cultura da soja (Glycine max (L)), associada a
sua ampla distribuicdo geogréafica, os colocam como grupo de maior risco para a agricultura
mundial (Agrios, 2005; Dias et al., 2010; Tihohod, 2000).

Atualmente o género Meloidogyne possui mais de 100 espécies ja descritas (Hunt;
Handoo, 2009). No Brasil, varias sdo as espécies associadas ao aumento no custo da producéo
na cultura da soja (Dias et al., 2010). Entretanto, Meloidogyne javanica (Treub, 1885)
Chitwood, 1949 apresenta-se amplamente disseminado, com relatos em praticamente todos 0s
estados produtores do Brasil, ocasionando perdas significativas, na ordem de 30%, podendo
impactar até 100% da producdo dependendo do nivel de infestacdo (Dias et al., 2010; Ferraz,
S.etal., 2010).

Os principais métodos de controle baseiam-se na aplicacdo de nematicidas, quimicos
ou biologicos, via tratamento de sementes ou sulco de semeadura; na utilizagdo de variedades

resistentes e na rotacdo de culturas com plantas n&o hospedeiras (Aradjo et al., 2012).
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O uso de nematicidas para o controle de M. javanica em soja configura-se como uma
pratica onerosa, que esta ficando cada vez mais restrita, o que se deve, principalmente, a sua
alta toxicidade ao meio ambiente e a possiveis riscos a saude humana (Dong e Zhang, 2006).
A utilizacdo de gendtipos com resisténcia a M. javanica & um método eficiente para conter as
perdas decorrentes do ataque desse nematoide; entretanto, a maioria dos gendtipos de soja
cultivados no Brasil tem apresentado historico de suscetibilidade a tal nematoide (Ferraz, B. et
al., 2001; Roese et al., 2004).

Por sua vez, a rotacdo de culturas é um dos métodos mais recomendados nos
diferentes sistemas de producdo, pois restringe a multiplicacdo dos nematoides, causando a
sua reducdo no solo. Contudo, em nematoides que possuem uma ampla gama de hospedeiros,
como € o caso de M. javanica, muitas vezes o controle por meio dessa pratica acaba sendo
comprometido (Ferraz, S. et al., 2010).

Na busca por novas alternativas de controle que ndo ocasionem efeitos negativos para
0 meio ambiente e para 0 homem, além de serem de facil implementacdo, a inducdo de
resisténcia tem sido considerada uma proposta extremamente promissora, apresentando
vantagens, tais como: efetividade contra diversos patdgenos, carater sistémico, e estabilidade -
devida a acdo de diferentes mecanismos de resisténcia.

Em suma, essa técnica consiste na ativacdo de mecanismos de defesa latentes,
existentes nas plantas, em resposta ao tratamento com agentes organicos ou inorganicos.
Nesse processo, as plantas sdo expostas a um agente indutor, e seus tecidos reagem mais
rapidamente e com mais eficiéncia as tentativas de colonizagdo por um patégeno virulento
(Romeiro, 2007). Os principais mecanismos envolvidos incluem a morte programada de
células - Reacdo de Hipersensibilidade (RH) -, a producdo de metabdlitos secundarios
antimicrobianos (fitoalexinas) e a producdo de proteinas relacionadas a patogénese (PR-

proteinas) (Faria et al., 2003; Oliveira et al., 2016).
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Entretanto, a grande maioria dos trabalhos de indugdo de resisténcia relaciona-se
comumente as doencas foliares, sendo dada pouca atencdo a inducdo contra patdgenos do
sistema radicular, como os fitonematoides. Tal desatencdo ocorre apesar de alguns trabalhos
terem comprovado o0 aumento da resisténcia de plantas a esses microrganismos em diferentes
patossistemas (Kloepper et al., 2004; Dias-Arieira et al., 2013; Puerari et al., 2013; Molinari,
2015; Chaves et al., 2016; Soares e Dias-Arieira, 2020). Assim, tendo em vista a escassez de
pesquisas sobre o uso de indutores de resisténcia no controle de M. javanica, 0 objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos de Bacillus amyloliquefaciens e Piraclostrobina no manejo de M.

javanica em quatro cultivares de soja com diferentes niveis de suscetibilidade.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo em Itaara, Rio Grande do Sul
localizado em latitude 29°35'8"S, longitude 53°48'28"0 e altitude de 444m, na safra 2018-
2019. As temperaturas maximas e minimas registradas dentro da casa de vegetacdo foram
28°C e 19 C°, respectivamente.

A semeadura ocorreu de forma direta, em vasos com capacidade de 2,8 litros, que
foram preenchidos com substrato previamente esterilizado composto por areia e solo na
proporcdo de 1:1. As caracteristicas quimicas e fisicas do substrato foram as seguintes:
potencial de hidrogénio (pH = 5.2), matéria organica (M.O = 1,1), capacidade de troca
cationica (CTC = 5,8), teor de argila (11%), silte (4%) e areia tipo 1 (85%). Para cada vaso
foram semeadas trés sementes de soja sem tratamento quimico; ap0s a emergéncia das
plantulas, foi realizado o desbaste, deixando uma plantula por vaso.

O delineamento foi inteiramente casualizado, composto por quatro cultivares de soja -
BMX-icone IPRO, BMX-Ativa RR, SYN-Vtop RR e NA 5909 RG - e trés tratamentos via

aplicacdo foliar no estadio V2. Os tratamentos foram compostos por (1) uma testemunha com
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aplicacdo de &gua, (2) aplicacdo de B. amyloliquefaciens (Integral®) e (3) aplicacdo de
Piraclostrobina (Comet®), configurando um esquema bifatorial 4 x 3 com 5 repeticoes,
conforme detalhado na (Tabela 1). As cultivares de soja foram escolhidas por apresentarem
niveis de multiplicacdo variados a M. javanica. Plantas inoculadas e tratadas com &gua foram
utilizadas como controle.

O inbculo de M. javanica foi proveniente de raizes de plantas de soja infectadas do
municipio de Jalio de Castilhos - RS. Apos a confirmacdo da espécie, através do padréo
perineal de 10 fémeas, e a caracterizacdo bioquimica, por meio do fenétipo de esterase
(Carneiro e Almeida, 2001), massas de ovos foram coletadas e inoculadas em plantas de
tomateiro cultivar hibrido “Apolo F 1” visando a multiplicagdo do nematoide. Apds 120 dias,
as plantas de tomateiro foram coletadas e o in6culo foi preparado de acordo com as técnicas
de extracdo de Hussey e Barker (1973), modificada por Boneti e Ferraz, S. (1981).

A inoculagdo dos tratamentos foi realizada no estadio fenoldgico V2, através da
abertura de trés orificios no solo, em distancia de 2 centimetros do colo das plantas e com 2
centimetros de profundidade, sendo inoculada uma populacdo correspondente a 5.000 juvenis
+ ovos de M. javanica por vaso. As aplicacfes dos tratamentos ocorreram uma hora apés a
inoculacéo, sob uma vazéo de 150 L/ha, utilizando um sistema de pulverizador pressurizado a
CO2 ajustado a uma pressdo de 30 Psi. Momentos antes da aplicacéo, o solo de cada vaso foi
coberto com papel no intuito de evitar o contato direto dos produtos junto ao solo para
impedir qualquer contato direto com o alvo do estudo.

As variaveis medidas no experimento foram: estatura de plantas aos 15 e 30 dias ap0s
a inoculacédo (DAI); massa fresca de parte aérea (MFPA) aos 60 dias apos inoculagdo (DAI);
massa seca de parte aérea (MSPA) e massa fresca de raiz (MFR) aos 60 DAI. Para as
avaliacbes de nematoides, decorridos 60 dias ap0s a inoculacdo, as raizes de cada planta

foram separadas da parte aérea e avaliadas quanto ao numero de galhas (NG). Em seguida, foi
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realizada a extragdo de juvenis + ovos de M. javanica das raizes de cada planta, conforme
metodologia de Hussey e Barker (1973), modificada por Bonetti e Ferraz (1981), para
quantificacdo e determinacdo do fator de reproducdo do nematoide (FR = populacdo
final/populacéo inicial) em cada repeti¢do (Oostenbrink, 1966).

Os valores das diferentes varidveis obtidas em cada repeticdo foram submetidos a
andlise de variancia, sendo as médias de cada tratamento comparadas entre si pelo teste de
agrupamento de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando-se o software AgroEestat

(Barbosa e Maldonado Junior, 2015).

RESULTADOS

Os resultados indicaram que houve diferenca significativa do fator cultivar dentro de
cada tratamento nas varidveis de estatura de plantas e massa seca de parte aérea (MSPA) aos
15 e 30 DAL. Ja para as variaveis de massa fresca de parte aérea (MFPA) e massa fresca de
raiz (MFR), apenas a testemunha ndo apresentou diferencga significativa nessa comparacao
(Tabela 2). Comparando o fator tratamento, houve significancia entre o indutor
Piraclostrobina para cultivar SYN-Vtop RR, para os parametros de estatura aos 15 DAI e em
todas as cultivares aos 30 DAI. Para a variavel massa seca de parte aérea (MSPA), B.
amyloliquefaciens aplicado na cultivar SYN-Vtop RR apresentou diferenca significativa em
relagdo a testemunha e Piraclostrobina. Na varidvel de massa fresca de raiz (MFR), houve
diferenca significativa para os tratamentos com Piraclostrobina na cultivar SYN-Vtop RR e
com B. amyloliquefaciens na cultivar NA-5909 RG (Tabela 2).

Nas varidveis de nematoides, quando comparadas as cultivares dentro de cada
tratamento, houve diferenca significativa em todos os parametros avaliados: numero de galhas
(NG), nematoide por grama de raiz (Nema/g) e fator de reproducéo (FR). Analisando o fator

tratamento, houve respostas significativas para ambos os indutores (B. amyloliquefaciens e
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Piraclostrobina) nas variaveis numero de galhas, nematoides por grama (Nema/g) e fator de
reproducdo (FR) nas cultivares NA-5909 RG, SYN-Vtop RR e BMX-Ativa RR (Tabela 3).
Para as variaveis nimero de galhas, nematoide por grama de raiz e fator de reproducéo, foi
observada interacdo significativa entre os fatores cultivar e indutores.

Os tratamentos ndo tiveram efeitos significativos sobre os parametros vegetativos de
estatura de plantas e massa fresca de parte aérea, apesar de o0s tratamentos compostos pelo
elicitor B. amyloliquefaciens apresentarem incrementos numéricos em relacéo a testemunha,
ao contrario do observado para o indutor Piraclostrobina (Tabela 2). Para massa seca de parte
aerea e massa fresca de raiz, foi observada uma tendéncia similar de resposta, visto que o
tratamento com o indutor B. amyloliquefaciens proporcionou os melhores resultados de
incrementos na cultivar SYN-Vtop RR, para a primeira varidvel, e na cultivar NA-5909 RG
para a segunda variavel, sendo esses valores significativos em relagdo a testemunha (Tabela
2).

O numero de galhas foi reduzido numericamente em todas as cultivares com aplicacdo
dos indutores B. amyloliquefaciens (6,67% a 31,58%) e Piraclostrobina (8,89% a 45,45%) em
comparacao a testemunha, respectivamente, sendo significativo para a cultivar NA-5909 RG
(Tabela 3). Na avaliacdo da densidade populacional de M. javanica por grama de raiz foi
observada uma tendéncia similar de resposta, na qual as cultivares tratadas com B.
amyloliquefaciens tiveram redugdes significativas nas cultivares BMX-Ativa RR (26,78%) e
NA-5909 RG (50,90%). No tratamento com Piraclostrobina, as maiores reducfes chegaram a
49,20% e 50,03% nas cultivares SYN-Vtop RR e NA-5909 RG, diferindo da testemunha,
respectivamente (Tabela 3).

O fator de reprodugdo de M. javanica foi reduzido em todas as cultivares de soja
tratadas com os indutores. As maiores redugbes no tratamento com B. amyloliquefaciens

foram observadas nas cultivares BMX-Ativa RR (23,10%), SYN-Viop RR (17,84%) e NA-
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5909 RG (39,07%). No tratamento com Piraclostrobina, as maiores reduces ocorreram nas
mesmas cultivares: (BMX-Ativa RR (16,83%), SYN-Vtop RR (32,60%) e NA-5909 RG
(45,16%), diferindo significativamente da testemunha (Tabela 3).

Nos resultados do teste de correlacdo (conforme coeficientes de correlacdo descritos
na Tabela 4) entre as varidveis estatura 15 e 30 DAI, massa fresca de parte aérea (MFPA),
massa seca de parte aérea (MSPA), massa fresca de raiz (MFR), nimero de galhas (NG),
nematoide por grama (Nema/g) e fator de reproducdo (FR), notou-se que houve correlacéo
positiva e significativa da estatura de plantas das cultivares aos 15 DAI em relagdo a estatura
aos 30 DAI (r= 0,96**), indicando um padrdo de crescimento das cultivares (Tabela 4).
Apesar dessa alta correlacdo, ndo houve uma resposta na mesma direcdo para os demais
parametros vegetativos (MFPA, MSPA e MFR).

Quando analisada a correlagdo das variaveis ligados a M. javanica (NG, Nema/g e
FR), foi observada uma correlacdo de ordem negativa entre o nimero de galhas com os
parametros vegetativos de estatura aos 15 DAI (r=- 0,80) e aos 30 DAI (r=-0,67"), indicando
uma possivel interferéncia no desenvolvimento das cultivares de soja, haja vista que o nimero
de galhas esta diretamente ligado a capacidade de infec¢do de M. javanica nas raizes (Tabela
4). Na mesma direcdo, o nimero de nematoides por grama (Nema/g) teve uma correlacdo
negativa, de (r=-0,49"™) e (r=-0,36"), com os mesmos parametros (estatura 15 e 30 DAI).
Além disso, foi verificada uma correlagdo alta com o nimero de galhas (r= 0,83™),
confirmando essa relacdo direta mencionada no resultado (Tabela 4). Similarmente aos dois
parametros de nematoide relatados, o fator de reproducéo (FR) teve uma correlacdo negativa
com as mesmas variaveis de estatura de plantas aos 15 e 30 DAI (r=-0,57") e (r=-0,44™), e
uma alta correlagdo com o nimero de galhas (r= 0,90™) e 0 nimero de nematoides por grama

de raiz (r=0,98"") (Tabela 4).
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DISCUSSAO

O controle de M. javanica na cultura da soja tem sido um grande desafio,
principalmente porque essa espécie encontra-se amplamente disseminada nas regides
produtoras de soja e a maioria das cultivares comerciais utilizadas apresentam suscetibilidade
a essa especie de nematoide (Dias et al., 2010; Schmitt e Belle, 2016). Nematoides desse
género, por terem o habito sedentario, desenvolveram mecanismos capazes de alterar as vias
de sinalizacdo inicias de defesa nas plantas para estabelecer seu sitio de alimentagdo (Gheysen
e Mitchum, 2011; Goverse e Smant, 2014; Ali et al., 2018).

Este estudo mostrou que plantas de soja tratadas com B. amyloliquefaciens (0,20 L/ha’
1y e Piraclostrobina (0,20 L/ha), através da pulverizacio foliar, reduziram numericamente o
namero de galhas, 0 nimero de nematoide por grama de raiz e o fator de reproducédo de M.
javanica em todas as cultivares estudadas. Resultados recentes obtidos por Soares e Dias-
Arieira (2020) no estudo do patossistema Meloidogyne graminicola Golden e Birchfield
(1965) / arroz constataram que plantas pulverizadas pelos elicitores acibenzolar-s-metil
(ASM), um fertilizante a base de mananolossacarideos (MOS) e silicato argila, logo ap6s a
inoculacéo, tiveram redugdes significativas no fator de reproducédo (FR) desse nematoide, bem
como redugdes numéricas na densidade populacional em comparacao a testemunha.

Na mesma linha, Chaves et al., (2016), utilizando o indutor Piraclostrobina em cana-
de-aglcar no controle de Meloidogyne incognita (Kofoid e White, 1919) Chitwood, 1949,
verificaram uma resposta caracteristica da ativagdo de mecanismos de resisténcia, devido ao
aumento na atividade de enzimas antioxidantes, 5 dias apds inoculacdo do nematoide.
Toninato et al. (2019), estudando a aplicacdo foliar de fertilizantes em plantas de alface,
verificaram redugdes na populacédo final de M. javanica. Da mesma forma, tais fertilizantes,

quando associados a um produto com a presenca de duas bactérias do género Bacillus sp.,
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causaram reducdes significativas no nimero de nematoides por grama de raiz, corroborando
com os dados apresentados acima.

Os fatores que podem explicar a resposta de controle de B. amyloliquefaciens estdo
ligado aos seus multiplos mecanismos de acdo, que incluem producdo de metabdlitos toxicos,
competicdo por nutrientes na rizosfera, mudangas nos exsudatos radiculares liberados pela
planta e a capacidade de induzir resisténcia da planta a patdgenos (Kloepper et al., 2004; Van
Loon e Bakker, 2006; Govindasamy et al., 2017), sendo neste caso do presente estudo, a
possibilidade de ser inducgéo de resisténcia, haja vista que, B. amyloliquefaciens foi aplicado
via parte aérea das plantas. J& o possivel efeito do indutor Piraclostrobina pode estar associado
a sua capacidade de auxiliar na reducao do estresse oxidativo por meio da atividade da enzima
antioxidante peroxidase (Kohle et al., 2002), ligada a indugdo de resisténcia (Zhan et al.
2018) e a protecdo de plantas através da promoc¢do da desintoxicacdo por peréxido de
hidrogénio (Apel e Hirt, 2004).

Esses resultados indicam que ambos os indutores provavelmente foram capazes de
induzir um estado de alerta nas cultivares, denominado por Sticher et al., (1997) como estado
de condicionamento ou sensibilizacdo, no qual as plantas reagem mais rapidamente e com
mais eficiéncia a infeccdo por patégenos. Ambos os mecanismos de inducdo (RSA e RSI)
podem ser ativados por infeccbes de patdgenos, por microorganismos benéficos ou
substancias quimicas (Romeiro, 2007). As plantas sob o estado de inducdo produzem diversos
compostos ligados a defesa, como fitoalexinas, glucosinolatos, compostos fendlicos,
horménios e proteinas relacionadas a patogénese (PRPs) (Bonaldo et al., 2005; Mauch-Mani
etal. 2017).

Curiosamente, apesar de os indutores terem reduzido numericamente o namero de
galhas, o niUmero de nematoides por grama de raiz e, consequentemente, o fator de reproducéo

nas cultivares de soja, foi observado, em todas as cultivares tratadas com Piraclostrobina, um
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decréscimo nos parametros vegetativos de estatura de plantas (15 e 30 DAI) e Massa fresca de
parte aérea, respostas contrérias as observacbes de Kanungo e Joshi (2014). Resultados
semelhantes foram obtidos em um estudo realizado com cultivares de soja suscetiveis e
resistentes inoculadas com M. javanica, no qual as duas cultivares apresentaram crescimento
vegetativo reduzido quando tratadas com o elicitor acibenzolar-s-metil (ASM) (Puerari et al.,
2013). Esse fato pode estar ligado a hipdtese de que a inducdo de resisténcia tem um alto
custo de energia para a planta, haja vista que estudos com Piraclostrobina demonstraram
mudangas nos hormonios relacionados ao estresse, desencadeando a ativagcdo de enzimas
antioxidantes ligadas a defesa da planta (Walters e Heil 2007; Chaves et al., 2016). Efeito
contréario foi observado com o elicitor B. amyloliquefaciens para os parametros supracitados.
Tais respostas podem estar associadas a capacidade dessa rizobactéria de melhorar a
biossintese de horménios vegetais como o acido giberélico (GA3) e o acido indol-3-acético
(IAA), que possuem uma relacdo proxima com a disponibilidade de nutrientes das plantas
(Niazi et al., 2014; Shafi et al., 2017).

Embora os indutores apresentem potencial para utilizacdo no manejo de nematoides,
seu efeito, por vezes, pode variar de acordo com a cultura e, consequentemente, a cultivar
(Puerari et al., 2013; Molinari, 2015). Essa variacdo foi observada nos resultados deste
estudo, pois as cultivares SYN-Vtop RR e NA-5909 RG apresentaram fator de reproducgéo
distintos e os maiores valores de controle sobre o tratamento com Piraclostrobina. Tal
resposta ndo foi replicada para o indutor B. amyloliquefaciens, que obteve melhores
resultados de controle nas cultivares BMX-Ativa RR e NA-5909 RG. Esse fato pode estar
associado a resposta rapida do hospedeiro no processo de infecgéo, haja vista que M. javanica
utiliza cofatores produzidos em suas glandulas esofagianas, capazes de minimizar ou suprimir
as vias de sinalizacdo inicias de defesa nas plantas, para estabelecer seu sitio de alimentacéo

(Gheysen e Mitchum, 2011; Bellafiore e Briggs, 2010; Goverse e Smant, 2014).
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Frente a isso, o papel dos indutores no manejo dessa espécie de nematoides, em teoria,
deve relacionar-se a cinética do estresse oxidativo, uma vez que as plantas produzem EROs
para ativar suas respostas de defesa, criando um ambiente citotoxico ao nematoide e,
consequentemente, estimulando a morte programada de células ou a resposta hipersensivel
(RH), detendo, assim, o nematoide invasor no local da infecgdo. Nessa linha de pensamento, é
crucial que os elicitores mantenham as respostas iniciais de defesa mais sensiveis,
dificultando a capacidade de supressdo das vias de sinalizacdo de defesa nas plantas pelo
nematoide (Ali et al., 2018).

Tendo em vista os aspectos observados e discutidos neste estudo, embora os indutores
apresentem certa eficiéncia no controle de M. javanica, de certa forma eles podem interferir
nos parametros vegetativos das plantas, como observado para ambos (Piraclostrobia e B.
amyloliquefaciens), podendo ser essa interferéncia negativa ou positiva, com variagdo entre as
cultivares, indo ao encontro a observagoes ja relatas por varios autores (Kloepper et al., 2004;
Puerari et al., 2013; Soares e Dias-Arieira, 2020).

Apesar desse efeito sobre os parametros vegetativos, novos experimentos em
condicBes de campo sdo necessarios para avaliar o impacto desses indutores na produtividade
da cultura da soja, visto que este estudo foi conduzido em condi¢des controladas. Entende-se,
portanto, que outros fatores, em condic¢des de campo, podem minimizar ou potencializar tais
efeitos, por isso pesquisas de campo sdo necessarias para confirmar se os produtos B.
amyloliquefaciens e Piraclostrobina podem ser uma estratégia para compor 0 manejo
integrado desse nematoide. Assim, este estudo ressalta a importancia de investigar possiveis
elicitores como agentes potenciais para 0 manejo de M. javanica na cultura da soja,
entretanto, mais pesquisas sdo necessarias para entender melhor as vias metabdlicas ativadas
por ambos os elicitores, que resultaram na reducdo do fator de reproducéo de M. javanica nas

cultivares de soja.
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CONCLUSOES
A aplicacdo da rizobactéria B. amyloliquefaciens e do fungicida Piraclostrobina
proporcionaram reducdes significativas no fator de reproducdo de M. javanica nas cultivares
de soja, BMX-Ativa RR, SYN-Vtop RR e NA-5909 RG em relacéo a testemunha.
Apesar de as cultivares citadas apresentarem fatores de reproducdo distintos o efeito dos
produtos estudados parece ter sido capaz de ativar as respostas de defesa nessas cultivares,
interferindo na reproducdo de M. javanica em seus tecidos. Apesar desse estudo ndo ter
contemplado andlises bioguimicas de enzimas associadas a defesa das plantas, os resultados
apresentados mostram evidéncias de que a utilizagdo de indutores como estratégia de manejo

para o controle de M. javanica apresentam potencial para o uso.
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Tabela 1.Tratamentos utilizados no estudo, principios ativos e doses. Itaara - RS, 2018/109.
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Tratamentos Ingrediente ativo Dose (L/ha)

Testemunha - R

Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus amyloliquefaciens 0,2
(Integral®)

Piraclostrobina
Piraclostrobina 0,2
(Comet®)
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Tabela 2. Estatura de plantas (cm) avaliadas aos 15 e 30 DAI; Massa Fresca e Seca de Parte
Aérea (MFPA; MSPA) e Massa Fresca de Raiz (MFR) aos 60 DA, tratadas com indutores de
resisténcia uma hora ap0s inoculacgdo. Itaara - RS, 2018.

Estatura de Plantas 15 (DAI)

Cultivares
Testemunha B. amyloliquefaciens Piraclostrobina
BMX-Icone IPRO 21,8 Aa 22,5 Aa 20,2 Aa
BMX-Ativa RR 18,7 Ba 19,3 Ba 17,4 Ba
SYN-Vtop RR 17,3 Ba 17,4 Ba 14,7 Cb
NA-5909 RG 12,1 Ca 12,4 Ca 12,0 Da
CV (%) 11,74
Estatura de Plantas 30 (DAI)
Cultivares
Testemunha B. amyloliquefaciens Piraclostrobina
BMX-Icone IPRO 34,0 Aa 36,2 Aa 30,2 Ab
BMX-Ativa RR 32,1 Aa 33,2 Ba 30,2 Ab
SYN-Vtop RR 28,2 Ba 29,2 Ca 26,2 Bb
NA-5909 RG 23,0 Ca 24,2 Da 21,0Cb
CV (%) 6,38
Massa Fresca de Parte Aérea (MFPA)
Cultivares
Testemunha B. amyloliquefaciens Piraclostrobina
BMX-Icone IPRO 64,2 Aa 60,9 Ba 57,3 Ba
BMX-Ativa RR 70,5 Aa 72,8 Aa 66,6 Aa
SYN-Vtop RR 66,1 Aa 69,3 Aa 63,6 Aa
NA-5909 RG 63,7 Aa 62,4 Ba 58,2 Ba
CV (%) 8,49
Massa Seca de Parte Aérea (MSPA)
Cultivares
Testemunha B. amyloliquefaciens Piraclostrobina
BMX-icone IPRO 12,8 Ba 13,9 Ba 12,5 Ba
BMX-Ativa RR 12,5Ba 12,7 Ba 12,1 Ba
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SYN-Vtop RR 14,4 Ab 16,2 Aa 14,5 Ab
NA-5909 RG 13,7 Aa 13,6 Ba 13,2 Ba
CV (%) 8,20
Massa Fresca de Raiz (MFR)
Cultivares
Testemunha B. amyloliquefaciens Piraclostrobina
BMX-Icone IPRO 26,3 Aa 25,8 Aa 24,0 Aa
BMX-Ativa RR 23,2 Aa 23,7 Ba 22,7 Aa
SYN-Vtop RR 22,9 Aa 21,2 Ba 17,1 Bb
NA-5909 RG 22,8 Ab 29,0 Aa 24,2 Ab
CV (%) 15,64

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula comparam cultivares dentro de cada tratamento
e letras mindsculas comparam tratamento dentro de cada cultivar. Ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott no nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Tabela 3. Numero de Galhas (NG), Nematoide por Grama de Raiz (NGR) e Fator de
Reproducdo (FR) aos 60 DAI, tratados com indutores de resisténcia uma hora apos a
inoculacéo. Itaara - RS, 2018.

NUmero de galhas

Cultivares
Testemunha B. amyloliquefaciens Piraclostrobina
BMX-Icone IPRO 16 Ca 14 Ca 11 Ba
BMX-Ativa RR 45 Ba 42 Ba 41 Aa
SYN-Vtop RR 38 Ba 26 Ca 31 Aa
NA-5909 RG 88 Aa 70 Ab 48 Ac
CV (%) 27,76
Nematoide/grama de raiz
Cultivares
Testemunha B. amyloliquefaciens Piraclostrobina
BMX-Icone IPRO 882 Da 710 Ca 703 Ca
BMX-Ativa RR 2539 Ba 1859 Ac 2179 Ab
SYN-Vtop RR 1506 Ca 1330 Ba 765 Cb
NA-5909 RG 3350 Aa 1645 Ab 1674 Bb
CV (%) 10,76
Fator de reproducéo (FR)
Cultivares
Testemunha B. amyloliquefaciens Piraclostrobina
BMX-Icone IPRO 4,33 Da 3,98 Ca 3,45 Ba
BMX-Ativa RR 11,47 Ba 8,82 Ab 9,54 Ab
SYN-Vtop RR 6,84 Ca 5,62 Bb 4,61 Bb
NA-5909 RG 15,28 Aa 9,31 Ab 8,38 Ab
CV (%) 12,97

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula comparam cultivares dentro de cada tratamento
e letras mindsculas comparam tratamento dentro de cada cultivar. Nao diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott no nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Tabela 4. Coeficiente de correlagdo de Pearson entre as varidveis Estatura de plantas (cm),
avaliadas aos 15 e 30 DAI, Massa Fresca e Seca de Parte Aérea (MFPA; MSPA), Massa
Fresca de Raiz (MFR), Numero de Galhas (NG), Nematoide por Grama de Raiz (NGR) e
Fator de Reproducéo (FR) aos 60 DA, tratadas com indutores de resisténcia uma hora apos a
inoculacéo. Itaara - RS, 2018.

VANNA EST.15 EST.30 MFPA MSPA MFR NG Nema/g FR
EST. 15 1
EST. 30 0,96** 1

MFPA 0,18ns 0,36ns 1

MSPA -0,33ns -0,27ns  0,42ns 1

MFR 0,13ns 0,13ns -0,24ns = -0,47ns 1

NG -0,80** -0,67* 0,12ns = 0,15ns = 0,11ns 1

NEMA/Grama -0,49ns -0,36ns 0,38ns 0,02ns  -0,00ns @ 0,83** 1
FR -0,57* -0,44ns  0,3lns  0,00ns 0,06ns 0,90**  0,98** 1

Significancia dos valores de F: ** = 1 %; * = 5 %; e NS = ndo significativo.
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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo investigar a resposta de cultivares de soja com
diferentes niveis de sensibilidade ao nematoide-das-galhas Meloidogyne javanica em curso
temporal, analisando a interacdo inicial planta-nematoide por meio de enzimas antioxidantes
como marcadores de estresse oxidativo. Foram desenvolvidos dois experimentos; o primeiro
teve o objetivo de determinar, em horas, a resposta do complexo antioxidante em plantas de
soja inoculadas com M. javanica, utilizando trés densidades populacionais em cinco tempos e
configurando um bifatorial 4 x 5 com 5 repeticdes. Os tratamentos foram (1) Sem inoculagédo
de nematoides; (2) Inoculacéo de 50 (juvenis + ovos); (3) 5000 (juvenis + ovos); e (4) 10000
(juvenis + ovos), em cinco tempos de coleta; 1, 2, 6, 12 e 48 horas. A segunda etapa do estudo
foi composta por um trifatorial 4 x 4 x 2 com 5 repeti¢des, sendo quatro cultivares de soja,
quatro intervalos de coleta - 6, 12, 24 e 48 horas - com e sem inoculagdo de M. javanica. Os
parametros avaliados foram as enzimas antioxidantes peroxidase de fendis (POX) e ascorbato
peroxidase (APX), as concentragdes de perdxido de hidrogénio (H202) e Malondealdeidos

(MDA) e o0 numero de juvenis de M. javanica penetrados. No experimento 1, plantas de soja


mailto:paulosbio@gmail.com

37
na presenca de M. javanica apresentaram aumento significativo na concentracdo de H-O»,
variando em relacdo as densidades populacionais e tempos de coleta, promovendo a atividade
das enzimas POX e APX. No experimento 2, a concentracdo de H.O. variou entre as
cultivares com e sem inoculacdo e nos diferentes tempos de coleta. Esses eventos foram
evidenciados pela concentracdo de MDA e a atividade de POX e APX, indicando uma
resposta rapida do hospedeiro quanto a infeccdo por M. javanica. O estresse oxidativo
causado por M. javanica ndo variou entre cultivares de soja, independentemente do fator de
reproducdo, entretanto, POX e APX responderam de acordo com os menores fator de
reproducdo das cultivares.

Palavras-chave: Estresse oxidativo, Glycine max, Nematoides das galhas.

1. Introducéo

As interacdes patogeno/hospedeiro envolvendo organismos biotroficos sdo mediadas
por interacdes especificas ligadas a genes de viruléncia dos patdgenos e a genes de resisténcia
das plantas. Nesse complexo (interacdo patdgeno/hospedeiro), as plantas desenvolveram
resisténcia como regra e suscetibilidade como exceg¢do. Na teoria ‘“gene a gene”, O
reconhecimento do alelo patogénico de aviruléncia, pelo alelo especifico do hospedeiro
codificado pelo alelo de resisténcia R, resulta em uma interacdo incompativel, ou seja,
resisténcia a doenca. Em qualquer outra situacdo, a interacdo compativel ocorre, culminando
na doenca (Flor 1971).

Os fitonematoides s@o parasitas obrigatorios e se alimentam exclusivamente no
citoplasma das células vegetais. Dentre as espécies existentes, 0os nematoides das galhas
(Meloidogyne spp.) desenvolveram uma complexa relagdo com o hospedeiro, estabelecendo
um sitio permanente de alimentagdo em células localizadas no cilindro central (Agrios 2005).

Atualmente, existem diversas cultivares de soja resistentes ou moderadamente resistentes a M.
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javanica, entretanto, os niveis de resisténcia sdo ainda limitados devido a restrita fonte de
doadores (Dias et al. 2010).

No tocante a isso, a expressdo fenotipica de resisténcia das plantas a nematoides
geralmente € caracterizada pela Reacdo de Hipersensibilidade (RH), que consiste na morte
programada de células no local da infeccdo, limitando, assim, seu desenvolvimento e
reproducdo (Williamson 1999). No nivel biogquimico, essa complexa interacdo
nematoide/planta é condicionada a um aumento significativo na concentracdo de Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs) como Superdxido (O2), Peroxido de Hidrogénio (H202) e
Radical Hidroxila (OH"), sendo a primeira resposta da planta ao ataque (Melillo et al. 2006).

Esse acimulo de EROs nas células vegetais pode ser tdxico para ambos (planta e
nematoide). No entanto, nas plantas, as EROs podem reagir como moléculas biologicas,
ocasionando danos irreversiveis as membranas celulares, proteinas e acidos nucléicos (Apel &
Hirt 2004). Embora esse acimulo de EROs possa inicialmente contribuir para a resisténcia
aos nematoides (Kyndt et al. 2012), as plantas desenvolveram mecanismos nao enzimaticos e
enzimaticos (Apel & Hirt 2004) capazes de remover o0 excesso de EROs gerado durante a
interacdo patdgeno/hospedeiro. Tais mecanismos desempenham um papel fundamental na
resisténcia a doencas de plantas.

Dentre essas enzimas destacam-se a Peroxidase de Fendis (POX) e a Ascorbato
Peroxidase (APX), que estdo comumente envolvidas nos mecanismos de defesa do hospedeiro
contra o estresse oxidativo e sdo bastante importantes na desintoxicacdo do Peroxido de
Hidrogénio (H202) na célula, prevenindo ou minimizando os danos oxidativos (Mittler 2002;
Sharma et al. 2012). A enzima POX esta diretamente relacionada a oxidacdo de compostos
fenolicos, a ligacdo de polissacarideos, a oxidagdo do acido indol-3-acético, a ligagdes
monomeéricas, a lignificacdo, a cicatrizacdo de feridas e a protecdo contra patdégenos (Resende

et al. 2003). A APX é uma hemeproteina e, nesse processo de desintoxicacdo do H2O3, exige
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0 &cido ascorbico como redutor. Essa enzima apresenta uma alta afinidade com H20», o que
possibilita elimina-lo mesmo em baixas concentracfes (Sharma et al. 2012). Essas PODs em
conjunto representam componentes importantes do sistema de protecdo oxidativa e sua
atividade pode ser utilizada como marcador bioquimico do estresse resultante de fatores
bioticos (Apel & Hirt 2004; Barbosa et al. 2014).
O presente trabalho teve como objetivo investigar a resposta de cultivares de soja com
diferentes niveis de fator de reproducdo ao nematoide-das-galhas Meloidogyne javanica em
curso temporal, analisando a interacdo inicial planta/nematoide e utilizando enzimas

antioxidantes como marcadores de estresse oxidativo.

2. Materiais e Métodos

Foram realizados dois experimentos em casa de vegetacdo no municipio de Itaara, Rio
Grande do Sul, localizado em latitude 29°35'8"S, longitude 53°48'28"0 e altitude de 444m, na
safra 2018-2019. As temperaturas maximas e minimas registradas dentro da casa de vegetacdo

foram 28°C e 19°C, respectivamente.

2.1 Ensaio 1 - Densidade populacional versus respostas bioquimicas

O ensaio 1 foi realizado com o objetivo de entender qual densidade populacional de
M. javanica traz a melhor resposta e em qual tempo frente aos pardmetros bioquimicos. A
cultivar utilizada foi BMX-Ativa RR, por apresentar suscetibilidade a M. javanica. A
semeadura ocorreu de forma direta, em vasos com capacidade de 700 mL, preenchidos com
substrato composto por areia e solo, na propor¢do de 1:1 previamente esterilizado. Para cada
vaso, foram semeadas trés sementes de soja sem tratamento quimico e, apos a emergéncia das

plantulas, foi realizado o desbaste, deixando uma plantula por unidade experimental.
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O estudo foi composto por um bifatorial 4 x 5 com 5 repeticGes, sendo eles quatro
densidades populacionais: (1) - uma testemunha sem inoculacdo de nematoides, (2) - 50
nematoides inoculados (3) - 5000 nematoides inoculados (4) - 10000 nematoides inoculados;

e 5 tempos de coleta: 1, 2, 6, 12 e 48 horas ap6s a inoculagcdo dos nematoides.

2.2.1 Inoculacdo de Meloidogyne javanica

O in6culo de M. javanica foi proveniente de raizes de plantas de soja infectadas do
municipio de Jalio de Castilhos, RS. Apo6s a confirmacdo da espécie por meio do padrao
perineal de 10 fémeas e a caracterizacdo bioquimica através do fendtipo de esterase (Carneiro
& Almeida, 2001), em mesma quantidade de fémeas, massas de ovos foram coletadas e
inoculadas em plantas de tomateiro cultivar hibrido Apolo F 1 visando a multiplicacdo do
nematoide. Apds 120 dias, as plantas de tomateiro foram coletadas e o inoculo foi preparado
de acordo com as técnicas de extracdo de Hussey & Barker (1973), modificadas por Boneti &
Ferraz (1981).

A inoculacdo dos tratamentos foi realizada no estadio fenoldgico V/2, por meio da
abertura de trés orificios no solo, em distancia de 2 centimetros do colo das plantas e com 2
centimetros de profundidade. No estudo preliminar, o volume correspondente as trés
diferentes densidades populacionais estudadas (50, 5000 e 10000 (juvenis + ovos) foi divido e

inoculado em cada orificio.

2.1.2 Analises Bioquimicas

Para a determinagdo da atividade do complexo antioxidante, foram coletadas cinco
plantas de cada tratamento, sendo as raizes cuidadosamente lavadas e, em seguida, mantidas
em nitrogénio liquido durante a amostragem. Apoés, as mesmas foram armazenadas em

ultrafreezer a -80°C até as analises bioquimicas.
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2.1.2.1 Determinacdo da Atividade da Enzima Peroxidase (POX, EC 1.11.1.7)

De acordo com Kar & Mishra (1976), a atividade da enzima POX foi determinada
pelo método de oxidacdo do piragolol. Para a analise, foram utilizados 0,59 de tecido
radicular, moido em po fino com o auxilio de almofariz e pistilo, aos quais foi adicionado
nitrogénio liquido durante esse processo. Apds a moagem, o po6 fino foi homogeneizado em
2000 pl de uma solucdo contendo 50 mM de um tampao de fosfato de potassio (pH 6,8). Em
sequéncia a solucdo foi centrifugada a 12.000 xg por 15 min a 4°C e o sobrenadante foi
utilizado como um extrato enzimatico bruto. A reacdo foi iniciada ap6s 50 uL do extrato
enzimatico bruto a 950 pL da mistura de reacdo com tampdo fosfato de potassio 25 mM (pH
6.8), 20 mM piragolol e 20 mM H20.. A determinacdo da atividade da peroxidase foi baseada
na absorbancia de purpurogalina colorida em espectrofotémetro a 420 nm por 1 min a 25°C.
Um coeficiente de extingdo de 2,47 mM~cm™ (Chance & Maehley 1955) foi utilizado para
calcular a atividade da enzima POX, que foi expressa em micro mol de purpurogalina

produzida por minuto, por miligrama de proteina.

2.1.2.2 Determinacéo da Atividade da Enzima Ascorbato Peroxidase (APX, EC:
1.11.1.1)

De acordo com Nakano & Asada (1981), a atividade da enzima APX foi determinada
pela taxa de oxidacdo do ascorbato. Para a realizacdo dessa andlise, foi utilizada parte do
extrato enzimatico bruto obtido na analise anterior da POX. A reacdo foi iniciada utilizando
50 pL do extrato enzimatico bruto em 950 pL da mistura de reagdo com tampéo fosfato de
potassio 50 mM (pH 6.8), 0,8 mM ascorbato e 1 mM H20». A determinacdo da atividade da
ascorbato peroxidase é mensurada via taxa de oxidacdo da ascorbato em espectrofotémetro a

290 nm por 1 min a 25°C. Um coeficiente de extingdo de 2,8 mM™cm™ é usado para calcular
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a atividade da ascorbato peroxidase (Fortunato et al. 2015) e o valor € corrigido pelo contetido

de proteina (Bradford 1976).

2.1.2.3 Concentracao de Peroxido de Hidrogénio (H202)

Para determinacéo, foi utilizado 0,1 g de tecido radicular moido em p6 fino. O pé fino
foi homogeneizado em um volume de 1500 pl de TCA 0,1%. Essa solucéo foi centrifugada a
12.000 x g por 15 min a 4°C (Loreto & Velikova 2001). Apos isso, 500 ul do sobrenadante
foram adicionados a uma mistura de reagdo contendo 500 pl de solugdo tampao de fosfato de
potassio 10 mM (pH 7,0) e 1000 pl de iodeto de potassio (1M). A absorbancia das amostras
foi determinada a 390 nm. A concentracdo de H202 nas amostras foi estimada com base em

uma curva padréo de H>O; e expressa em mili mol por grama de peso fresco.

2.1.2.4 Concentracdo de Malondialdeido (MDA)

O dano oxidativo nas células radiculares foi estimado como a concentracdo de
substancias reativas totais ao acido 2-tiobarbitirico (TBA) e expresso como equivalente ao
malondialdeido (MDA), de acordo com Cakmak & Horst (1991). Para isso, 0,1g de tecido
radicular foi macerado, com auxilio de um almofariz e um pistilo com nitrogénio liquido, até
a obtencdo de um po6 fino, o qual foi homogeneizado em 2000 pl de &cido tricloroacético
(TCA) a 0,1% (wt vol -1) em banho de gelo. Essa solugéo foi centrifugada a 12.000 x g por 15
min a 4°C. Ap0s a centrifugacdo, 500 ul do sobrenadante foi adicionado a 1500 pl de solugéo
TBA/TCA (0,5% de TBA em 20% de TCA) e incubado em banho-maria a 95°C por 30 min.
Apdbs esse periodo, a reacdo foi parada em banho de gelo. Em seguida as amostras foram
centrifugadas a 9000 x g por 10 min e a absorbancia especifica foi determinada a 532 nm. A
absorbancia ndo especifica foi estimada a 600 nm e subtraida do valor da absorbancia

especifica. Um coeficiente de extincdo de 155 mM~ cm™ (Heath & Packer 1968) foi usado



43

para calcular a concentracdo de MDA, que foi expressa em micro mol por quilogramas de

peso fresco.

2.1.3 Andlise Estatistica
Os dados foram submetidos a anélise de variancia e suas médias comparadas pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Para a analise dos dados, foi utilizado o programa

Sisvar (Ferreira 2011).

3. Ensaio 2 — Respostas bioquimicas de cultivares

O ensaio 2 foi realizado com o objetivo de investigar em curso temporal o estresse
oxidativo em cultivares de soja em reposta ao parasitismo de M. javanica. O experimento foi
conduzido em casa de vegetacdo e a semeadura ocorreu de forma direta, conforme
mencionado no ensaio 1. O estudo foi composto por um delineamento inteiramente
casualizado em esquema trifatorial 4 x 4 x 2 com 5 repeticdes, sendo quatro cultivares de soja
(BMX-Ativa RR, NA-5909 RG, SYN-Vtop RR e BMX-icone IPRO), quatro intervalos de
coleta (6, 12, 24 e 48 horas apds inoculacdo), com e sem inoculacdo de nematoides. As
cultivares foram escolhidas por apresentarem fatores de multiplicagdo (FR) variados, sendo
duas cultivares com FR > 10 (BMX-Ativa RR e NA 5909 RG) e duas com FR < 7 (SYN-Vtop
RR e BMX-icone IPRO). Neste ensaio, a inoculagio de M. javanica ficou estabelecida em
2500 juvenis/planta, com base nos resultados do ensaio 1, sendo realizada conforme descrito
no mesmo. As analises bioquimicas de POX, APX, H20, e MDA foram realizadas conforme

descrito anteriormente.
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3.1 Inoculacéo de Meloidogyne javanica
O inoculo utilizado foi 0 mesmo do ensaio 1, sendo ele preparado de acordo com as
técnicas de extracdo de Hussey & Barker (1973), modificadas por Boneti & Ferraz (1981), e
parte da suspencdo contendo ovos e juvenis, submetidos ao método de extracdo de funil de
Baermann modificado (Christie & Perry, 1951), sendo incubadas em camara de eclosdo a 26
°C por 72 horas, para estimulo da eclosdo dos ovos e obtencdo dos juvenis de segundo
estadio, no intuito de melhor uniformizar o indculo, diferentemente do primeiro experimento,
no qual o in6culo foi composto por juvenis + ovos. Esse ajuste metodoldgico foi necessario
em razdo da sabida varia¢do no tempo de eclosdo dos ovos de M. javanica e o curto periodo
de tempo experimental. Sendo assim, foi inoculada uma populacdo de 2.500 juvenis (J2) por
planta, com base nos resultados obtidos no estudo anterior, no qual as popula¢cdes compostas
por 50 e 5000 J,+ovos representaram as respostas mais consistentes quanto a atividade do

complexo oxidante. Por conta disso, utilizou-se uma populacao intermediaria.

3.2 Andlise de nematoide penetrados

A anélise de nematoides foi realizada nas raizes das plantas, nos mesmos periodos de
coleta para analise enzimatica (6, 12, 24 e 48 horas). Em cada periodo de coleta, cinco vasos
foram encaminhados ao laboratério, onde as plantas de soja foram lavadas, para retirada do
solo aderido as raizes e, em seguida, foram seccionadas na regido do colo, de modo a separar
a parte aerea do sistema radicular. Feito isso, as raizes das plantas de soja de cada repetigédo
foram submetidas a técnica de coloracdo de raiz descrita por Byrd et al (1983). Apds essa
etapa de coloracédo, as raizes foram dispostas em laminas de vidro sob microscopio para
contagem do numero de juvenis de M. javanica penetrados em seus respectivos periodos apds
inoculacdo nas diferentes cultivares. A avaliagcdo do indice de penetrados consistiu em um

bifatorial 4 x 4, sendo quatro cultivares e 4 tempos de coleta, com 5 repeti¢des.
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3.3 Andlise Estatistica
Os dados foram submetidos a anélise de variancia e suas médias comparadas pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Para a analise dos dados, foi utilizado o programa

Sisvar (Ferreira 2011).

4. Resultados

Analisando o resultado do experimento 1 (Tabela I), houve alteracdes significativas
das enzimas peroxidase (POX), ascorbato peroxidase (APX), e as concentracdes de peroxido
de hidrogénio (H202) e malondialdeido (MDA) ja nas primeiras duas horas apos a inoculago,
indicando uma resposta rapida do hospedeiro pela a infeccdo por M. javanica. Esses
resultados auxiliaram no direcionamento e estruturacdo do segundo ensaio, visando a
compreender quando as plantas de soja respondem ao estresse provocado por M. javanica na
cultura da soja, realizado mediante a utilizagdo de enzimas antioxidantes como marcadores de
estresse.

No experimento 2, houve diferenga significativa na atividade das enzimas POX e
APX, variando entre as diferentes cultivares de soja, tempos de coleta (6, 12, 24 e 48 horas
apos inoculagdo - HAI), com e sem in6culo de M. javanica (Tabela Il). As concentracdes de
H.O. e MDA apresentaram variagdes similares, sendo que, para H2O2, houve diferenca
estatistica nos tempos de coleta de 12 e 48 HAI, nos tempos de coleta versus cultivares, bem
como nos tratamentos sem e com inoculo dentro de cada cultivar e tempo de coleta (Tabela
I1). Ja para MDA, foram observados valores significativos nas diferentes cultivares de soja,
nos tempos de coleta de 6, 24 e 48 HAI e em tratamentos sem e com indculo dentro de cada

cultivar e tempo de coleta (Tabela I1). Para a enzima POX e as concentragdes de H.O, e MDA
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foi observada interacao entre os fatores cultivar, tempo de coleta, com e sem inoculacdo de M.
javanica.

Para a variavel de numero de nematoides penetrados, houve interacdo significativa
entre os fatores cultivares e tempos de coleta, sendo observada diferenca significativa na
penetracdo de juvenis de M. javanica nas raizes das cultivares de soja nos respectivos tempos
de coleta (Figura 1).

Analisando a atividade de POX a seis horas, foram observados valores significativos
nas cultivares SYN-Vtop RR (119,7%) e BMX-icone IPRO (31,4%) em relacdo s mesmas
ndo inoculadas (Tabela I1). Esse fato pode estar relacionado a sensibilidade dessas cultivares
de soja, visto que, nesse tempo de coleta, 0 nimero médio de juvenis de M. javanica
penetrados nas raizes dessas cultivares variou na ordem de 3,75 a 4,0, respectivamente
(Figura 1). Ja a atividade da enzima APX apresentou maior variacao entre as cultivares com e
sem inoculo, entretanto, foi observada uma tendéncia similar no aumento da atividade dessa
enzima com valores que variaram de 3,3% a 40,7%, respectivamente (Tabela II).

Esses resultados verificados para POX e APX tiveram relacdo direta na concentracdo
de H>0O3, sendo observados valores entre 10,9% a 38,9% de aumento em relagdo as cultivares
ndo inoculadas, com significancia para as cultivares BMX-Ativa RR, NA-5909 RG e SYN-
Vtop RR (Tabela Il). Nessa mesma diregdo, a concentracdo de MDA teve um aumento de
H20., com os respectivos valores - 25,4%, 81,2% e 18,2% - para as cultivares supracitadas,
indicando um possivel estresse no tempo de 6 horas (Tabela II).

Na avaliacdo de 12 horas, a atividade de POX apresentou, em todas as cultivares,
valores de porcentagem superiores em relagdo as cultivares ndo inoculadas, com valores que
variaram de 20,8% a 80,3%, sendo significativos para as cultivares NA-5909 RG, SYN-Vtop
RR e BMX-icone IPRO (Tabela II). Essa resposta de POX esta diretamente ligada a elevada

concentracdo de H>O> nas cultivares de soja, pois foram observados valores entre 14,3% e
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55,9%, respectivamente (Tabela Il). Analisando o nimero médio de juvenis de M. javanica
penetrados nas raizes das cultivares citadas, foram observadas as respectivas taxas de
infeccdo: 8,25, 9,50 e 11,25 individuos, entretanto, ndo houve diferenca significativa (Figura
1).

No tempo de coleta as 24 horas, comparadas as cultivares com e sem inoculacéo de M.
javanica, verificou-se um aumento da atividade de POX em todas as cultivares inoculadas,
sendo significativos, porém, apenas nas cultivares de soja NA-5909 RG (34,4%) e SYN-Vtop
RR (75,1%) (Tabela Il). Em relacdo a atividade da APX, comparando as cultivares, houve
diferenca significativa, sendo as cultivares SYN-Vtop RR (17,5%) e BMX-icone IPRO
(14,8%) as que apresentaram maior porcentagem de atividade em relacdo as ndo inoculadas
(Tabela I1). Esses resultados (POX e APX) estdo diretamente ligados a concentracdo de H20»,
gue em todas as cultivares inoculadas versus as ndo inoculadas apresentou aumento
significativo com valor médio na ordem de 25,9% (Tabela Il). J& a concentracdo de MDA
variou significativamente nas cultivares NA-5909 RG (20,1%) e BMX-icone IPRO (53,1%).
Comparando esses resultados da atividade de POX e APX e as concentra¢des de H.O, e MDA
com o numero médio de juvenis de M. javanica penetrados nas raizes das cultivares,
verificou-se valores entre 7,50 e 11,75 individuos, entretanto ndo houve diferenca
significativa em relacdo as cultivares (Figura 1).

Na avaliacdo de coleta as 48 horas, os maiores valores de atividade enzimatica de
POX foram observados nas cultivares SYN-Vtop RR e BMX-icone IPRO, diferindo
estatisticamente das demais. No entanto, no tocante as cultivares com e sem inoculagédo de M.
javanica, foi observado um aumento da atividade de POX em todas as cultivares com
inoculacdo em comparacdo as sem inoculacdo, sendo esse aumento significativo nas
cultivares NA-5909 RG (50,9%), SYN-Vtop RR (43,9%) e BMX-icone IPRO (35,0%)

(Tabela I1). Para a enzima APX, houve variacdo significativa nas cultivares SYN-Vtop RR
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(26,8%) e BMX-icone IPRO (54,1%) em comparacdo as sem inoculacdo (Tabela I1). O
comportamento das enzimas POX e APX pode ser explicado por meio da concentracdo de
H>02, que apresentou acréscimos significativos em todas as cultivares com inoculagéo, sendo
verificados nas cultivares; BMX-Ativa RR (23,1%), NA-5909 RG (50,4%), SYN-Vtop RR
(25,8%) e BMX-icone IPRO (32,3%) (Tabela I1). Essa concentracdo de H20, também teve
relacdo direta com o acimulo de MDA, sendo observado nas cultivares NA-5909 RG (40,4%)
e BMX-icone IPRO (71,2%), que apresentaram os maiores valores de H2O, e o maior
acumulo de MDA, indicando um possivel estresse. Cruzando esses resultados com o nimero
de juvenis de M. javanica penetrados nas raizes, houve diferenca significativa em relacdo as
cultivares, sendo observados os respectivos valores de penetrados: 37,25 (BMX-Ativa RR),
31,25 (NA-5909 RG), 61,25 (SYN-Vtop RR) e 15,25 (BMX-icone IPRO) (Figura 1).

Aplicando um teste de correlacdo entre as variaveis Fator de reproducdo (FR) — vide
coeficientes da Tabela 4, Artigo 1 — Peroxoxidase de fendis (POX), Ascorbato peroxidase
(APX), Peroxido de hidrogénio (H202), Malondialdeidos (MDA), Numero de juvenis
penetrados as 6 horas (NP 6 horas), Numero de juvenis penetrados as 12 horas (NP 12 horas),
NUmero de juvenis penetrados as 24 horas (NP 12 horas) e NUumero de juvenis penetrados as
48 horas (NP 48 horas), notou-se que houve correlacdo negativa entre o fator de reproducéo
das cultivares de soja em relagdo as enzimas antioxidades POX (r=- 0,96*) e APX (r=-0,73"),
mostrando que quanto mais sensivel a cultivar de soja, menor ¢é a ativacdo dessas enzimas
(Tabela I).

Na mesma diregdo, a concentracdo de H>O, teve uma correlagdo de mesma ordem para
as enzimas POX (r=-0,61"™) e APX (r=-0,36"). Entretanto, a correlacdo de MDA né&o foi
expressiva para ambas as enzimas (POX e APX), somente para H202 (r=-0,90™) (Tabela I1I).
Quando observados os tempos de coleta, constatou-se que as 6 horas houve uma correlagao

elevada com POX (r=-0,62") e H202 (r=-0,71"), mantendo esse padrdo nos tempos
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subsequentes, porém, somente para H20> com leve reducdo nos tempos subsequentes (r=-

0,65"), (r=-0,66"), (r=-0,54"), respectivamente (Tabela I1I).

5. Discussao

A infeccdo causada por M. javanica aumentou a producdo de H.O, em todas as
cultivares de soja e tempos de coleta em comparacdo as plantas ndo inoculadas, tendo inicio ja
as 6 horas. Apesar de trabalhar-se com diferentes cultivares em especifico, com diferentes
fatores de reproducéo, a concentragdo de H2O: foi elevada em todos os tempos de coleta,
independente da cultivar. Esperava-se uma resposta associada ao fator de reproducdo das
cultivares, quanto menor fosse o FR, mais rapido seria a atividade das enzimas antioxidantes
POX e APX, que desempenham um papel importante no mecanismo de defesa do hospedeiro,
pois promovem desintoxicacdo de (H20.). Tal resposta foi observada nos resultados
mostrados acima.

Ao infectar as raizes das plantas, os juvenis de M. javanica provocam poucos danos
em comparagcdo a outras espécies, uma vez que migram entre as células. Apesar disso, a
producdo de espécies reativas de oxigénio como H>O. pode ocorrer ja na fase inicial da
penetracdo na raiz (Gheysen & Mitchum 2011). Esse acumulo nas células vegetais pode ser
toxico para ambos, planta e nematoide (Gillet et al. 2017; Sato et al. 2019). No entanto, de
acordo com Apel & Hirt (2004) essa é uma das reacdes de defesa mais rapidas ao ataque de
patogenos, conhecida como exploséo oxidativa, medida principalmente pelo acimulo de H20>
no local da tentativa de invas&o.

No tocante a isso, a reacao inicial de uma cultivar suscetivel é semelhante a de uma
cultivar resistente e pode ser o resultado de secrecdes de nematoides nos tecidos das plantas
durante sua migracdo (Davis et al. 2000; Silva, J. 2001). Melillo et al. (2006), estudando a

producdo EROs e H>O> durante as etapas iniciais da interacao planta/nematoide, ao comparar



50
as respostas de plantas de tomate suscetiveis e resistentes a populacbes de M.
incognita avirulentas e virulentas, verificou um aumento mais significativo nos niveis de
EROs em raizes das cultivares resistentes.

Foram observadas diferentes respostas entre as cultivares quanto aos parametros
bioquimicos, principalmente quando comparadas as testemunhas sem inoculacdo. Nas plantas
inoculadas, a concentragdo de H20. aumentou em todas as cultivares de soja em resposta a
infeccdo de M. javanica, independentemente do FR. Essa concentracdo H.O; é gerada por
uma reacdo catalisada por Superoxido Dismutase (SOD) ou mesmo produzida como um
produto normal do metabolismo celular da planta (Sharma et al. 2012). Segundo Melillo et al.
(2011), a explosdo oxidativa em plantas ocorre nos estadgios mais iniciais de infeccdo do
nematoide parasita de plantas, corroborando com os nossos resultados. Embora a interacdo as
6 HAI dos juvenis de M. javanica nas raizes tenha sido igualmente baixa, mesmo inoculando
somente juvenis infectivos (J2), esse aumento de juvenis penetrados ocorreu nos tempos
subsequentes (12, 24 e 48 HAI) (Figura 1).

A enzima POX estd diretamente envolvida na remocdo de H.O» e também
desempenha um papel importante na defesa das plantas contra patdgenos, pois participa
diretamente da biossintese de lignina e cicatrizagdo de feridas (Resende et al. 2003). O
aumento da atividade dessa enzima é necessario para diminuir as concentra¢des de H>O>
(Apel & Hirt 2004). Os resultados mostraram um aumento significativo da atividade de POX
nas cultivares com baixo fator de reproducdo (SYN-Vtop RR e BMX-icone IPRO) ja nos
primeiros tempos de coleta, indicando uma resposta mais rapida dessas cultivares a infeccédo
(Tabela I1). A enzima APX apresentou significancia para as mesmas cultivares apenas no
tempo de 48 HAI, apesar de que, numericamente, sua atividade tenha sido superior ao
observado na testemunha em todas as avaliagdes. Diante disso, concluiu-se que a APX possui

uma resposta mais demorada nessa interacdo, mesmo apresentando maior afinidade na
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remogdo de H>O, (Apel & Hirt 2004), situagdo contraria aos resultados apresentados na
Tabela Il.

A concentracdo de MDA tem uma relacao direta com o aumento de H2O> (Kruse et al.
2006; Sharma et al. 2012). Isso fica comprovado, em parte, com os resultados obtidos neste
estudo, visto que foram observadas altas concentracbes de MDA no primeiro tempo de coleta
nas duas cultivares, BMX-Ativa RR e NA-5909 RG, com maior FR. Os nematoides parasitas
de plantas sdo parasitas de ordem obrigatoria, sendo totalmente dependentes de seu
hospedeiro para suprir sua demanda por nutrientes (Mitchum et al. 2007; Hofmann et al.
2010). A resisténcia a M. javanica, em sua grande maioria, estd baseada na RH, desencadeada
pela morte programada de células no local da infeccdo (Williamson 1999). De acordo com Ali
et al. (2018), as plantas produzem EROs para ativar suas respostas de defesa contra os
patdgenos, estimulando a morte programada de células ou a resposta hipersensivel para deter
e matar o patdgeno invasor no local da infecgéo.

Das et al. (2010), em estudo de perfil transcricional de sitios de alimentagdo de
nematoide-das-galhas em raizes de feijdo-caupi, inferem que esses microrganismos podem
aliviar ou neutralizar a liberacdo de EROs na célula hospedeira para evitar a morte celular.
Isso ocorre através da manipulacdo das enzimas antioxidantes da planta, pois as mesmas
produzem mais EROs ao mesmo tempo em que diminui sua capacidade de eliminagéo para
que ocorra 0 acimulo de EROs, causando a morte celular. Nessa proposta, 0s nematoides das
galhas podem modular a producdo de EROs, ndo como compostos toxicos, mas como
moléculas sinalizadoras para a ativacdo das vias antioxidantes (Gillet et al. 2017; Ali et al.
2018).

Entretanto, considerando que esse grupo de patdgenos é capaz de secretar moléculas
efetoras com o potencial de controlar as vias de sinalizagdo celular e, assim, estabelecer

relacdes de longo tempo com o hospedeiro (Kyndt et al. 2013; Mantelin et al. 2015), pode-se
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explicar por que as enzimas antioxidades POX e APX apresentaram correlacdo baixa e
inversamente proporcional ao acumulo de H20, sendo a enzima POX a com maior atividade
nos tempos de coleta nas cultivares com baixo FR, independentemente de a APX apresentar
uma maior afinidade com H>O> que a POX (Apel & Hirt 2004). Estudos nessa mesma linha,
utilizando analises de transcriptoma, relataram que nematoides parasitos de plantas interferem
nas espécies reativas de oxigénio, no apoplasto, atraves da liberacdo de captadores de EROs
como glutationa peroxidase (GPx), peroxidase (PER), peroxirredoxina (PRXs) e catalases
(CTLs) (Bellafiore & Briggs 2010).

Nos resultados mostrados acima, as concentracdes H.O, foram mais evidentes em
todas as cultivares inoculadas em relacdo as testemunhas; porém, o comportamento de MDA
ndo teve uma correlacdo direta com esse aumento, podendo nédo ser suficiente para ocasionar
danos as membranas celulares através da peroxidacdo lipidica. Os produtos da peroxidacédo
lipidica da membrana, como o MDA, podem ser um importante indicador para estimar a
extensdo do dano celular causado por estresse oxidativo induzido por patdgenos (Silva, L. et
al. 2020), fato ndo observado neste estudo; entretanto, curiosamente, isso pode estar ligado a
capacidade desse nematoide de alterar as vias de sinalizacao inicias de defesa nas plantas para
estabelecer seu sitio de alimentacdo (Goverse & Smant 2014).

Em geral, esses resultados indicaram que a interacdo Meloidogyne javanica e
cultivares de soja resultou na geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), em especial
H20., ndo apresentando grandes diferencas quanto ao acumulo de H>O, em escala temporal
(horas), sendo relativamente discretas as diferencas em comparacdo ao fator de reproducéo
das mesmas, 0 que evidencia uma resposta similar independente do FR. No entanto, as
enzimas antioxidantes POX e APX tiveram uma correlacdo particularmente mais evidente nas
cultivares com FR menor (SYN-Viop RR e BMX-icone IPRO), indicando uma possivel

resposta mais rapida do complexo antioxidante, haja vista que ambas as enzimas fazem parte
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de uma rede de mecanismos ligados a defesa do hospedeiro contra o estresse oxidativo na
célula, prevenindo ou minimizando os danos.

Apesar de existirem na literatura diversos estudos contemplando a cinética do estresse
oxidativo associada a interacdo com patdgenos biotréficos, ainda sdo escassos 0s estudos que
contemplem o patossitstema M. javanica versus soja, sendo este trabalho um dos primeiros a
gerar informacdes relacionadas ao comportamento de diferentes cultivares de soja a esse
importante parasita. Por fim, os resultados obtidos neste trabalho mostraram que as enzimas
antioxidantes podem servir como marcadores de estresse oxidativo, estando ligadas ao fator
de reproducdo das cultivares; contudo, novos estudos deverdo ser conduzidos com mais

cultivares de soja para confirmar tais resultados.

6. Conclusoes

Foi verificado que a infeccdo de M. javanica nas raizes das cultivares de soja
aumentou a producdo de H20. em todas as cultivares, independentemente do FR e do tempo
de coleta. Ja as enzimas antioxidantes POX e APX tiveram uma correlagdo mais estreita com
as cultivares com menor FR (SYN-Vtop RR e BMX-icone IPRO), indicando uma possivel
resposta mais rapida do complexo antioxidante, haja vista que ambas fazem parte de uma rede
de sinalizacéo ligada a mecanismos de defesa do hospedeiro. Pesquisas adicionais deveréo ser

conduzidas com mais cultivares de soja para confirmar tais resultados obtidos neste trabalho.
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Figura 1 — Média de penetracao de juvenis de Meloidogyne javanica em cultivares de soja em
diferentes tempos de coleta apds inoculagdo. Itaara — RS, 2019.
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Médias seguidas pela mesma letra maiGscula comparam cultivares dentro de cada tempo; letras
minusculas comparam os tempos dentro de cada cultivar. Nao diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott em 5% de probabilidade.
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Tabela | — Atividade enzimética de Peroxidase (POX), Ascorbato Peroxidase (APX),
concentracdo de peroxido de hidrogénio (H202) e Malondialdeido (MDA) em plantas de soja
submetidas a trés densidades populacionais de M. javanica avaliadas em diferentes periodos
apos inoculacdo. Itaara — RS, 2019.

Densidades POX (Peroxidase de fendis) - (mM min. * mg Ptn?)

1h 2h 6h 12 h 48 h
Sem Nematoides 23,40 aA 24,61 aA 24,98 aA 22,95 aA 20,65 aA
50/J2 23,56 aA 37,03 bB 50,04 cB 27,57 aA 41,44 bB
5000/ J2 27,52 aA 44,87 bB 19,59 aA 31,14 aA 25,51 aA
10000/ J2 28,31 aB 19,91 aA 37,20 bB 15,15 aA 15,17 aA

APX (Ascorbato Peroxidase) - (mM min. ** mg Ptn)

1h 2h 6h 12 h 48 h
Sem Nematoides 56,46 aA 46,78 aA 49,2 aA 58,40 aA 45,21 aA
50/J2 87,45 bA 131,69 bB 139,79 bB 99,76 bA 91,10 bA
5000/ J2 120,97 bB 142,94 aA 58,84 aA 72,11 aA 75,39 bA
10000/ J2 56,82 aA 78,17 bB 154,16 bB 55,02 aA 57,89 aA

H.0: (Peréxido de Hidrogénio) - mM H,0, g mF!

1h 2h 6h 12 h 48 h
Sem Nematoides 83,44 aA 85,56 bA 79,56 aA 85,13 bA 79,47 aA
50/J2 84,94 aB 67,15 aA 84,09 aB 80,44 bB 80,98 aB
5000/ J2 83,32 aB 72,79 aA 78,95 aB 82,87 bB 96,01 bC
10000/ J2 86,80 aB 80,10 bA 89,79 bB 74,13 aA 90,23 bB

MDA (Malondealdeido) - mm MDA kg MF*

1h 2h 6 h 12 h 48 h
Sem Nematoides 13,09 bA 13,62 bA 13,43 bA 13,66 cA 19,63 bB
50/J2 11,67 bB 15,37 bC 12,47 bB 7,60 aA 8,30 aA
5000/ J2 7,26 aA 8,19 aA 7,51 aA 8,56 aA 6,88 aA
10000/ J2 14,70 cC 7,45 aA 8,76 aA 11,64 bB 8,91 aA

Médias seguidas pela mesma letra mintscula comparam as densidades populacionais dentro de cada
tempo e coleta; mesma letra maitscula comparam os tempos de coleta dentro de cada densidade, nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott em 5% de probabilidade.
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Tabela Il — Atividade enzimatica das peroxidase (POX), Ascorbato peroxidase (APX), e a concentracdo de peroxido de hidrogénio (H20>), e
Malondialdeido (MDA) em diferentes cultivares de soja em diferentes periodos ap6s inoculacdo de M. javanica. Itaara — RS, 2019.

Cultivares

BMX-ATIVA RR
NA-5909 RG
SYN-VTOP RR
BMX-ICONE IPRO

Cultivares

BMX-ATIVA RR
NA-5909 RG
SYN-VTOP RR

BMX-ICONE IPRO

Cultivares

12,76
14,77
11,83

17,89

34,16
51,57
50,48

45,75

S/

S/

S/

Tempo 1: 6h

Aaa 15,59
Aaa 15,02
Aaa 25,99
Baa 23,51
Tempo 1: 6h

Aaao 48,05
Baa 62,38
Baa 62,53
Baa 47,26
Tempo 1: 6h

C/1

C/1

C/1

Aaa
Aaa
Bap

Bap

Aap
Baa
Bap

Aaa

POX (Perdxidase de fenois) - pM min.? mg Ptn’!

Tempo 3: 24h

S/
14,84  Aao = 16,99
13,04  Aao = 17,53
15,01 Aao = 26,28
19,82  Baa = 20,99

APX (Ascorbato peroxidase) - pM min.* mg Ptn!

Tempo 3: 24h

S/l
48,88 = Aba = 50,97
50,37 Aaao 50,86
55,68 Aaao 65,43
52,81 Aao 60,64

H20:2 (Peroxido de Hidrogénio) - mM H202 g mF*

Tempo 2: 12h

S/ C/1
1533 = Bao = 17,66
10,20 = Aac | 18,39
1955 Bba = 23,61
16,51 = Bao = 23,02
Tempo 2: 12h

S/ C/1
48,05  Abo | 57,22
45,73 Aaa 51,20
57,61 Aao 60,21
50,74 Aao 53,46
Tempo 2: 12h

S/ C/1

Tempo 3: 24h

S/

C/1
Aaq
Aaf
Bap

Aaa

C/1
Aaa
Aao
Baa

Bba

C/1

16,68
13,44
18,00

17,38

47,93
41,30
48,29

39,87

S/

Tempo 4: 48h

C/1
Aaa 18,38 Aaa
Aaa 20,28 Aaf
Aba | 2590 Bap
Aaa 23,46 Bap
Tempo 4: 48h

C/1
Aba 53,03 Aaao
Aaa 52,59 Aao
Abo | 61,25  Aap
Aaa | 61,43  AbP
Tempo 4: 48h

C/1



BMX-ATIVA RR
NA-5909 RG
SYN-VTOP RR

BMX-ICONE IPRO

Cultivares

BMX-ATIVA RR
NA-5909 RG
SYN-VTOP RR

BMX-ICONE IPRO

27,34
26,03
24,04

26,81

13,36
12,70
14,29

15,70

Aaa 31,16
Aaa 30,59
Aaa 33,38
Aaa 29,72
Tempo 1: 6h

Aaa 16,75
Aaa 23,01
Aaa 16,89
AbpB 11,74

Aaf
Aaf
Aaf

Aaa

Bbp

Bba

Aaa

25,74
26,60
27,84

26,66

12,40
10,52
13,14

19,38

Aaa 40,14 Bep
Aaa 30,57 Aaf
Aba 31,83 Aaf

Aao | 3309  Abp

26,98
26,94
26,14

27,81

Aaa

Aaa

Aaa

Aaa

35,65
34,04
32,91

33,19

MDA (Malondialdeido) - pm MDA kg MF!

Tempo 2: 12h

C/1
Aaa 12,17 Aaa
Aao 12,06 Aaao
Aao 12,89 Aaao

Bcep 12,28 Aaa

11,04
14,45
12,48

16,38

Aaa

Baa

Aaa

Bba

Tempo 3: 24h

10,06
17,36
11,90

25,08

AbB
AbpB
Aaf

Abp

Aaa
Bbp
Aaa

Ccep

28,00
27,04
29,49

25,54

11,58
12,42
11,80

12,74

Aaa

Aaa

Aaa

Aaa

Aaa 34,46
Aao 40,68
Aba, 37,09
Aaa 33,78
Tempo 4: 48h

11,53
17,44
12,60

21,81

60

Abp
Bep
Abp

Abp

Aaa
Bbp
Aaa

Chp

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula comparam as cultivares dentro de cada tempo e indculo; letras minusculas comparam os tempos
dentro de cada cultivar e cada indculo, alfabeto grego comparam indculo dentro de cada cultivar ¢ cada tempo off. N&o diferem entre si pelo teste

de Scott-Knott em 5% de probabilidade. (S/I) = sem inoculagéo), (C / I) = Com inoculagao.
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Tabela Il — Coeficiente de correlacdo de Pearson entre as varidveis Fator de Reproducéo
(FR), Peroxoxidase de Fendis (POX), Ascorbato Peroxidase (APX), Peroxido de Hidrogénio
(H202), Malondialdeidos (MDA), Numero de juvenis Penetrados as 6 horas (NP 6 horas),
NUmero de juvenis Penetrados as 12 horas (NP 12 horas), NUmero de juvenis Penetrados as
24 horas (NP 12 horas) e Namero de juvenis Penetrados as 48 horas (NP 48 horas). Itaara —
RS, 2019.

VAVA FR POX APX H20: MDA NP6h NP12h NP24h NP48h
FR 1
POX -0,96* 1
APX -0,731ns  0,74ns 1
H202 0,38ns -0,61ns = -0,36ns 1

MDA -0,053ns 0,29ns = -0,05ns -0,901ns 1

NP 6 h 0,75ns -0,62ns = -0,15ns =~ -0,71ns 0,17ns 1

NP12h  0,068ns -0,17ns  0,48ns -0,65ns  -0,71ns = 0,64ns 1

NP 24 h -0,52ns 0,28ns = 0,38ns -0,66ns | -0,81ns = 0,13ns 0,71ns 1

NP 48h  -0,35ns 0,20ns  0,69ns -0,54ns  -0,74ns = 0,32ns 0,92* 0,84ns 1

Significancia dos valores de F: ** =1 %; * =5 %, e NS = ndo significativo.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista os resultados obtidos nos dois estudos realizados, entende-se que a
utilizacdo da rizobactéria B. amyloliquefaciens e do fungicida Piraclostrobina proporcionaram
reducdes significativas no fator de reproducdo de M. javanica nas cultivares de soja BMX-
Ativa RR, SYN-Vtop RR e NA-5909 RG em relacdo a testemunha. Apesar de as cultivares
citadas apresentarem fatores de reproducdo distintos (BMX-Ativa e NA-5909 RG >10,0 e
SYN-Vtop < que 7,0), o efeito dos produtos estudados parece ter sido capaz de ativar as
respostas de defesa nessas cultivares, interferindo na reproducdo de M. javanica em seus
tecidos.

Embora este estudo ndo tenha contemplado analises bioguimicas de enzimas
associadas a defesa das plantas, os resultados apresentados deixam evidéncias de que a
utilizacdo de indutores como estratégia de manejo para o controle de M. javanica demonstra
potencial, mesmo apresentando variagdo entre cultivares de soja, fato relatado em diversos
estudos com indutores em patossistemas diferentes nos quais as variacdes culturais e
genéticas podem interferir na ativagdo dos mecanismos de resisténcia.

Por outro lado, houve respostas distintas em relagdo aos parametros vegetativos, sendo
verificados incrementos positivos nos tratamentos com o indutor B. amyloliquefaciens e
negativos para Piraclostrobina. Embora essas respostas contrariem alguns estudos com tal
indutor, esse efeito no crescimento das plantas pode estar associado ao provavel gasto
energético das cultivares devido a ativacdo dos seus mecanismos de resisténcia. Entretanto,
isso ndo significa que, em condi¢cbes de campo, tais resultados possam impactar
negativamente na produtividade, haja vista que outros fatores estardo envolvidos, podendo
minimizar ou potencializar tais efeitos.

Foi verificado que a infeccdo de M. javanica nas raizes das cultivares de soja
aumentou a producdo de H20. em todas as cultivares, independentemente do FR e do tempo
de coleta. No entanto, as enzimas antioxidantes POX e APX tiveram uma correlagdo mais
estreita com as cultivares com menor FR (SYN-Vtop RR e BMX-icone IPRO), indicando
uma possivel resposta mais rapida do complexo antioxidante, haja vista que ambas fazem
parte de uma rede de sinalizacdo ligada a mecanismos de defesa do hospedeiro.

No tocante a isso, na literatura, existem diversos estudos contemplando a cinética do
estresse oxidativo associado a interagdo com patdgenos biotréficos, entretanto ainda sdo

escassos 0s estudos que contemplem esse patossistema, sendo este trabalho um dos primeiros
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a gerar informacdes relacionadas ao comportamento de diferentes cultivares de soja diante
desse importante parasita.

Dado o exposto, esses resultados mostraram que as enzimas antioxidantes podem
servir como marcadores de estresse oxidativo e estdo ligadas ao fator de reproducdo das
cultivares; contudo, pesquisas adicionais deveréo ser conduzidas com mais cultivares de soja

para confirmar tais resultados obtidos neste trabalho.
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