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NiQUEL E SELENIO NO CONTROLE DA FERRUGEM ASIATICA
(Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd.) E SEUS EFEITOS BIOQUIMICOS NA
CULTURA DA SOJA

RESUMO GERAL: Os micronutrientes podem ser usados como uma nova tecnologia
no manejo contra a ferrugem-asiatica (Phakopsora pachyrhizi) na soja, uma vez que 0s
nutrientes minerais estdo diretamente envolvidos na ativagao dos mecanismos de defesa,
como ativadores enzimaticos, inibidores e reguladores do metabolismo. Neste contexto o
objetivo, com esse trabalho, foi avaliar o efeito do niquel e do selénio sem e com
associagdo com fungicida (azoxistrobina + benzovindiflupir), no controle do fungo P.
pachyrhizi e seus efeitos nos componentes agrondmicos, bioquimicos e produtividade na
cultura da soja. Foram realizados dois ensaios, conduzidos simultaneamente de 14 de
outubro de 2020 a 28 de fevereiro de 2021, na Fazenda Experimental da Faculdade de
Ciéncias Agrarias (FAECA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD)-
Dourados-MS. No ensaio um, utilizou-se a cultivar sw Briza RR ¢ as unidades
experimentais foram compostas por seis linhas de semeadura de soja (nos dois ensaios).
Para as avaliacdes, foram consideradas as duas linhas centrais. Os ensaios foram
conduzidos em delineamento de blocos ao acaso, em esquema fatorial 6x2 totalizando 12
tratamentos. No primeiro ensaio, os tratamentos foram: com niquel (Ni) e o Ni associado
ao fungicida (azoxistrobina + benzovindiflupir), sendo as concentracdes de Ni (0; 20; 40;
60; 80 € 100 g ha™!) utilizando sulfato de niquel (NiSO4(H20)s, € com a concentragio de
200 g ha! de fungicida comercial, aplicados durante estagio fenoldgico R1 da soja. No
segundo ensaio, a cultivar utilizada foi a Monsoy 6410 IPRO, e os tratamentos foram:
selénio (Se), e o Se associado ao fungicida, nas concentragdes (0; 10; 20; 30; 40 e 50 g
ha!) utilizando selenito de soédio (Na2SeOs) e associado ou ndo ao fungicida
(azoxistrobina + benzovindiflupir), em dose ¢ época especificados no experimento com
Ni. Foram avaliados em ambos experimentos: indice de clorofila (SPAD), severidade
(SEV), éarea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), componentes
agrondmicos e produtividade da soja, catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD),
peroxidase (POD), lignina (LIG), celulose (CEL) e hemicelulose (HEM) e nitrogénio
foliar (N). A aplicacdo do Ni, reduziu a SEV e a AACPD. A 1000G, PROD, GL, AP e
ndice SPAD - 1 e 2, ndo apresentaram diferengas entre os tratamentos Ni, ¢ o Ni
associado com o fungicida, ndo houve efeito significativo nos fatores, dose, interacdo
entre dose e tratamento e bloco. O Ni associado com o fungicida reduziu a severidade em
43,39% em comparagdo ao Ni, e apresentaram indices menores da AACPD e menor
severidade comparados com o Ni. O Ni e Ni associado ao fungicida, estimularam a
producdo de componentes estruturais na parede celular, como celulose, hemicelulose e
lignina. Houve interagdo significativa entre os fatores, dose e tratamento, tanto para Ni
quanto para Ni associado ao fungicida para o teor de nitrogénio nos trifolios de soja. As
enzimas CAT, POD, SOD, PROT, apresentaram um ajuste quadratico no tratamento Ni e
Ni combinado com o fungicida, indicando um aumento na atividade até a concentracao
proxima a 40 g de Ni ha', com aumento das concentragdes maiores houve uma
diminuic¢do subsequente da enzima e da PROT, nos tratamentos testados. Para a massa
de 1000G, nado apresentou diferengas significativas do Se, e do Se associado com
fungicida. Para a varidvel AP, com o aumento da dose de Se e do Se associado com o
fungicida, houve um efeito linear negativo, apresentando menor altura de planta na dose
de 50 g ha™!. O mesmo foi observado no SPAD-1. Os tratamentos de Se, e Se associado
ao fungicida levaram a um aumento nos teores de CEL e HEM, respondendo com ajuste
linear aos tratamentos. As enzimas CAT, POD, SOD e a PROT, apresentaram ajuste
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quadraticos para o tratamento de se e o selénio combinado com o fungicida, indicando
um aumento até o ponto maximo, seguido de uma queda nas atividades enzimaticas e na
proteina total nos trifolios de soja, podendo ser causada pelo efeito de toxidez do Se.

Palavras-chave: Glycine max, inducao de resisténcia, lignina, sulfato de niquel.



IX

NICKEL AND SELENIUM IN THE CONTROL OF ASIAN RUST (Phakopsora
pachyrhizi Syd. & P. Syd.) AND ITS BIOCHEMICAL EFFECTS ON SOYBEAN
CULTURE

ABSTRACT: Micronutrients can be used as a new technology in the management of
Asian rust (Phakopsora pachyrhizi) in soybeans, since mineral nutrients are directly
involved in the activation of defense mechanisms, such as enzymatic activators, inhibitors
and metabolism regulators. In this context, the objective of this work was to evaluate the
effect of nickel and selenium with and without association with a fungicide (azoxystrobin
+ benzovindiflupir) in the control of the fungus P. pachyrhizi and its effects on the
agronomic and biochemical components and productivity in the culture of soy. Two tests
were carried out, conducted simultaneously from October 14, 2020 to February 28, 2021,
at the Experimental Farm of the Faculty of Agricultural Sciences (FAECA) of the Federal
University of Grande Dourados (UFGD) - Dourados-MS. In trial one, the cultivar sw
Briza RR was used and the experimental units were composed of six soybean sowing
lines (in both trials). For the evaluations, the two central lines were considered. The tests
were conducted in a randomized block design, in a 6x2 factorial scheme, totaling 12
treatments. In the first trial, the treatments were: with nickel (Ni) and Ni associated with
the fungicide (azoxystrobin + benzovindiflupir), with Ni concentrations (0; 20; 40; 60; 80
and 100 g ha-1) using nickel (NiSO4(H20)6, and with a concentration of 200 g ha-1 of
commercial fungicide, applied during the soybean phenological stage R1. In the second
trial, the cultivar used was Monsoy 6410 IPRO, and the treatments were: selenium ( Se),
and Se associated with the fungicide, at concentrations (0; 10; 20; 30; 40 and 50 g ha-1)
using sodium selenite (Na2SeO3) and associated or not with the fungicide (azoxystrobin
+ benzovindiflupir), in dose and time specified in the experiment with Ni. The following
were evaluated in both experiments: chlorophyll index (SPAD), severity (SEV), area
under the disease progress curve (AUDPC), agronomic components and soybean yield,
catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POD), lignin (LIG), cellulose
(CEL) and hemicellulose (HEM) and leaf nitrogen (N). Ni application reduced SEV and
AUDPC. At 1000G, PROD, GL, AP and SPAD Index - 1 and 2, there were no differences
between Ni treatments, and Ni associated with the fungicide, there was no significant
effect on the factors, dose, interaction between dose and treatment and block. Ni
associated with the fungicide reduced severity by 43.39% compared to Ni, and showed
lower AUDPC indices and lower severity compared to Ni. Ni and Ni associated with the
fungicide stimulated the production of structural components in the cell wall, such as
cellulose, hemicellulose and lignin. There was a significant interaction between the
factors, dose and treatment, both for Ni and for Ni associated with the fungicide for the
nitrogen content in soybean trefoils. The CAT, POD, SOD, PROT enzymes showed a
quadratic fit in the Ni and Ni treatment combined with the fungicide, indicating an
increase in activity up to a concentration close to 40 g of Ni ha-1, with an increase in
higher concentrations there was a decrease subsequent enzyme and PROT in the tested
treatments. For the mass of 1000G, there were no significant differences in Se, and in Se
associated with fungicide. For the variable AP, with the increase in the dose of Se and Se
associated with the fungicide, there was a negative linear effect, with lower plant height
at the dose of 50 g ha-1. The same was observed in SPAD-1. The treatments of Se, and
Se associated with the fungicide led to an increase in the CEL and HEM contents,
responding with a linear adjustment to the treatments. The CAT, POD, SOD and PROT



enzymes showed quadratic adjustment for the treatment of se and selenium combined
with the fungicide, indicating an increase to the maximum point, followed by a decrease
in enzymatic activities and total protein in soybean trefoils, which may be caused by the
toxic effect of Se.

Keywords: Glycine max, resistance inducer, lignin, nickel sulfate.



11

INTRODUCAO GERAL

A soja [Glycine max (L.) Merrill] ¢ considerada uma das principais oleaginosas
cultivadas no Brasil e no mundo (RIBEIRO et al., 2019; PEREIRA et al., 2021). O Brasil
possui a maior area plantada de soja no mundo. Na safra 2021/2022 a area cultivada no
pais correspondeu a 41, 4 milhdes de hectares, com uma producao total de 125.549,8
milhoes de toneladas, sendo destinada ao consumo externo e ao consumo interno (CONAB,

2022).

Devido a expansdao do cultivo em monocultura, a soja ficou sujeita a maior
desenvolvimento de doengas, podendo limitar a obten¢do de alta producdo. Entretanto o
desenvolvimento dessas doencas depende de fatores climaticos, genéticos e do patdgeno

(RIBEIRO et al., 2019).

Dentre as doengas que atacam a soja, a ferrugem asidtica (Phakopsora pachyrhizi) é
vista como a principal doenga que acomete a cultura. Considerada uma doenga com rapida
disseminagdo e expansdo, causando a desfolha das plantas em poucos dias, quando as
condi¢des sdo favoraveis ao desenvolvimento do fungo (RIBEIRO et al., 2019; MEIRA et
al., 2020). E uma doenga considerada agressiva, podendo levar a perda de rendimentos de

até¢ 90% das lavouras (MEIRA et al., 2020).

Phakopsora pachyrhizi se dissemina pelo vento, podendo percorrer longas
distancias, o que aumenta seu potencial de infestacdo, causando danos a soja, podendo
ocorrer em praticamente todas as regides produtoras de soja do pais (SILVA et al., 2020).
O fungo, ao encontrar condic¢oes satisfatorias, penetra os estomatos das folhas encontrados
em maior quantidade na superficie abaxial, produzindo urédias, que sdo compostas por um
aglomerado de hifas fungicas, formando pequenas protuberancias de cor amarelo-laranja,
nas folhas infectadas, que podem ser vistas ao alho nu. As hifas do fungo, se ramificam
pela folha, formando um complexo sistema que suporta a producao e liberacao dos esporos.
Quando ocorre o rompimento das urédia, os ureddsporos sdo liberados no ambiente,

prontos para iniciar novas infec¢des em plantas saudaveis (SINCLAIR, 1989).

A ferrugem asidtica (FAS) pode ocorrer em qualquer estagio de crescimento
fisiologico da soja, mas ocorre preferencialmente depois do fechamento do dossel da
planta, isso porque proporciona condi¢des adequadas para o desenvolvimento do fungo,

como alta umidade, de 75 a 85%, e temperatura adequada na faixa de 18 a 26° C (SIKORA
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et al., 2014). Sob condi¢des favoraveis, o fungo completa seu ciclo biologico em 28 dias,

produzindo urédias (estruturas de reproducdo) (ALVES e JULIATTI, 2018).

O controle da ferrugem asiatica no Brasil ¢ realizado por meio de abordagens que
integram técnicas estratégicas e praticas, conhecidas como o Manejo Integrado de Doencas
-MID. O MID, combina métodos de boas praticas agricolas, utilizacdo de variedades
resistentes, rotagao de culturas, eliminagdo de plantas voluntérias na entre-safra, e controle
de agentes fitopatoldgicos, insetos, que podem afetar a disseminacdo da doenga
(VENTURA, 2016). O MID ¢ eficaz quando a doenga ainda ndo se instalou na lavoura,
evitando a entrada do fungo, entretanto, quando o fungo ja estd instalado, o principal

método ¢ o uso de fungicida (SILVA et al., 2020).

A capacidade do fungo de se adaptar aos fungicidas utilizados estd aumentando o
que dificulta o controle da FAS, sendo necessario, a combinacdo de duas formulagdes ou
aumento no nimero de aplicagdes (SILVA et al., 2020). Portanto, estudos recentes tém
investigado a eficacia de misturas de triazdis, estrobilurinas e fungicidas multissitios, como
o mancozebe, no controle da FAS e na melhoria da produtividade da cultura. Essa
abordagem pode ser uma estratégia eficaz para evitar a resisténcia dos fungos ou a perda
de sensibilidade dos fungicidas (HORTA ¢ ALBUQUERQUE, 2015; JULIATTI et al.,
2014).

A crescente preocupagdo com o meio ambiente, favorece o desenvolvimento e
pesquisas por um sistema de produgdo sustentavel, com reducdo do emprego de produtos
quimicos, seja de forma integrada com outras medidas de controle ou melhoramento
genético, voltado a resisténcia ao patogeno. Nesse cenario, pesquisas voltadas a indugao

de resisténcia foram e vem sendo desenvolvidas nas Gltimas décadas (MEENA et al., 2020).

A indugdo de resisténcia ativa os mecanismos latentes das plantas, através de
elicitores, compostos quimicos produzidos pela planta ou pelo patogeno, que induzem uma
resposta de defesa, de modo que a planta tenha a capacidade de defesa contra o patdgeno.
A resisténcia das plantas contra patdogenos ocorre de forma natural, sendo uma

caracteristica intrinseca de algumas variedades de plantas (MEIRA et al., 2020).

A resposta e ativagdo dos mecanismos de defesa das plantas se inicia pelo
reconhecimento do patdgeno. Dentre os diversos mecanismos, destacam se as barreiras
fisicas e quimicas no tecido foliar, também chamadas de pré-infeccionais, sendo ativadas
por diversos mecanismos como por reconhecimento de padrdes moleculares, producdo de

fitoalexinas, enquanto outros (enzimas antioxidantes: peroxidase, catalase e superdxido
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dismutase) sdo ativados apés o ataque do patdgeno (DALLAGNOL e ARAUJO FILHO,
2018). Nesse caso o elicitor ndo atuara diretamente sobre o patdogeno, mas induzird a
producdo de compostos antimicrobianos, que atuam em resposta no processo infeccioso

dos patogenos (NAZIYA et al., 2019).

O uso de micronutrientes, na indugdo de resisténcia das plantas, tem entre outros
objetivos, atrasar ou evitar a entrada de patdégenos nas plantas e uma possivel atividade
infecciosa em seus tecidos (BEM et al., 2019). Alguns micronutrientes vém se destacando,
entre os principais podemos destacar o niquel e o selénio, devido seus efeitos sobre as
enzimas oxidativas e sobre a imunidade das plantas (EINHARDT et al., 2022;
DJANAGUIRAMAN et al., 2005).

O niquel (Ni) e o selénio (Se) sdo micronutrientes importantes para o crescimento,
desenvolvimento e sanidade da soja, sendo necessarios para a producdo de proteinas,
enzimas ¢ outras moléculas envolvidas em processos biologicos importantes de

desenvolvimento das plantas (EINHARDT et al., 2022; DJANAGUIRAMAN et al., 2005).

A suplementacdo de Ni em plantas de soja pode ter varios efeitos positivos,
incluindo a melhoria da absor¢do de nutrientes. O Ni ¢ necessario para a atividade de
enzimas, como a urease ¢ fosfatase, importante no ciclo do nitrogénio e do fosforo;
crescimento adequado, sendo necessario para a sintese de proteinas e enzimas, importantes
para o desenvolvimento da planta, atuando diretamente na producdo de clorofila e na

fotossintese (LEVY et al., 2019).

Além disso, o Ni pode desempenhar um papel de elicitor na inducao da resisténcia
da planta ao ataque de patodgenos, fazendo com que ocorram alteragdes bioquimicas,
reduzindo a severidade da doenca (SOBRAL e SILVA, 2021). O Ni pode atuar como um
agente indutor de resisténcia, ajudando a proteger a planta de soja contra patdgenos,
induzindo a sintese de compostos de defesa e ativacao de resisténcia da planta (FERREIRA

et al., 2022).

A presenca de Ni na planta pode aumentar a expressao de genes relacionados a
defesa e estimular a produ¢do de compostos antimicrobianos, como os fendlicos. Além
disso, o niquel pode atuar como um regulador positivo da resposta de resisténcia da planta,
aumentando a capacidade da planta de detectar e responder a ameagas patogénicas

(DOUSSEAU et al., 2016).

A forma mais eficiente de aplicagdo do niquel, na inducdo de resisténcia a

patogenos, € por meio da foliar, causando resposta rapida contra os patdogenos e atuando de



14

forma mais rapida nas mudangas bioquimicas, que gera maior resisténcia contra ataques de

patdégenos (MISHRA e KAR, 1974; GERENDAS et al., 1999).

A pulverizagdo foliar do Ni e Se torna esses micronutrientes mais prontamente
disponivel para a planta. O niquel e o selénio aplicados diretamente sobre a superficie foliar
sdo rapidamente incorporados pelas células da planta, aumentando a disponibilidade do
nutriente ¢ promovendo um maior potencial de defesa contra patégenos. Além disso, a
pulverizacdo foliar quando feita de forma adequada tem-se um controle da concentragdo
de niquel aplicada, o que ¢ importante para evitar o excesso de nutriente e suas possiveis

consequéncias negativas na planta (MISHRA e KAR, 1974; GERENDAS et al., 1999).

Einhardt et al. (2020), avaliando o efeito da aplica¢do foliar do Ni, sobre a ferrugem
asidtica, encontraram um aumento no teor de niquel nas folhas, afetando negativamente a
colonizagdo das hifas flngicas, reduzindo em 35% na severidade da doenca, em
comparagdo as plantas que nio receberam aplicagdo foliar de niquel, além de aumentar o

teor de lignina nas folhas, sendo essa variavel importante na defesa das folhas.

O Se atua diretamente na sanidade e no crescimento da soja, atuando em diferentes
fungdes como, emento quimico essencial, co-fator de enzimas importantes, como a
glutationa peroxidase, que ajudam a proteger as plantas contra o estresse oxidativo,
melhorando a imunidade das plantas contra patdégenos e aumentando a resisténcia as

doencas (CHAUHAN et al., 2017; GOLOB et al., 2017).

O Se atua na soja de forma semelhante ao enxofre, compartilhando vias metabolicas
comuns, ¢ fazendo parte de aminoacidos sulfurados como selenometionina e
selenocisteina. e atuando como antioxidade natural nas plantas, reduzindo os radicais livres

do oxigénio (MARTINEZ et al., 2009).

Estudos mostram que, como o Ni, a melhor forma de aplicacio do Se ¢é por
pulverizagao foliar, pois quando aplicado no solo os microrganismos o reduzem em formas
menos disponiveis para as plantas, podendo levar a contaminacao de dgua ou do proprio
solo, além desse elemento possuir uma taxa de recuperacao baixa (apenas 14%) (HAUG et

al., 2007; LYONS, 2010).

Yang et al. (2003), avaliando o efeito do selénio na forma de selenito de s6dio, com
duas formas de aplicagdo (solo e foliar), na cultura da soja em regides diferentes da China,
verificaram que a aplicacdo foliar foi mais eficiente, com incremento de Se nos graos de

1,211 pg. g até 1,126, enquanto por aplicacio via solo foi de 0,191 para 0,028 pg. g
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As plantas podem ser classificadas como acumuladoras e nao acumuladoras de Se.
Plantas acumuladoras, quando jovens, durante a fase vegetativa, acumulam nas folhas,
enquanto na fase reprodutiva sdo encontradas grandes quantidades de Se nas sementes. Nas
plantas ndo acumuladoras, como a soja, mesmo nas fases reprodutivas (produgdo de
legumes), grandes quantidades de selénio sao encontradas nas raizes € nos graos enquanto

no caule e nas folhas sdo encontrados menores teores (MARTINEZ et al., 2009).

O Ni ¢ um elemento quimico, encontrado em grande quantidade em rochas igneas
como um metal livre ou como complexo com o ferro (FORSAN et al., 2021). O solo ¢ a
maior fonte de Ni para as plantas, e como nos outros metais pesados. O Ni ¢ absorvido
pelas plantas na forma de Ni** e em grandes quantidades pode ser considerado toxicos para
as plantas (CAMPANHARO et al., 2013), e organismos do solo, causando também
acidifica¢do, devido a liberagdo de ions H" provenientes de sua com a dgua (SOBRAL e

SILVA, 2021).

O Se é um elemento quimico encontrado nos solos na forma de selenito (SeOs ),
seleneto (Se), selenato (SeOs %), sendo o ultimo a forma mais soltvel e disponivel. Em
altas concentracdes pode ser toxico para as plantas e para a microbiota do solo, levando a
alteragdes inadequadas a ciclagem de nutrientes, além de contaminar lengdes freaticos,

causados danos ao meio ambiente (SEIXAS e KEHRIG, 2007).

Com o aumento da preocupacdo com a preservagao do meio ambiente € com o
aumento da produgdo de soja nacional e internacional, hd uma busca por alternativas que
reduzam o efeito de doencas sobre o seu rendimento, sem prejudicar o meio ambiente, e
reduzindo o risco de contaminagdao por produtos quimicos do solo e dos leitos de agua

(CHAUHAN et al., 2017).

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do niquel e do selénio, sem e com
associacdo com fungicida, azoxistrobina + benzovindiflupir, no controle do fungo P.
pachyrhizi e seus efeitos nos componentes agronomicos, bioquimicos e produtividade na

cultura da soja.
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CAPITULO 1

NiQUEL E SUA ASSOCIACAO AO FUNGICIDA (AZOXISTROBINA +
BENZOVINDIFLUPIR) NO CONTROLE DA FERRUGEM ASIATICA
(Phakopsora pachyrhizi) E SEUS EFEITOS BIOQUIMICOS NA CULTURA DA
SOJA

RESUMO: O efeito do niquel (Ni) na cultura da soja, como indutor de resisténcia a
Phakopsora pachyrhizi, em condigdes de campo, necessita ser investigado. O objetivo
desse estudo foi verificar o efeito do Ni, e do Ni com associagdo com fungicida
azoxistrobina + benzovindiflupir no controle do fungo P. pachyrhizi e seus efeitos
bioquimicos, em componentes agrondmicos e produtividade na cultura da soja. O ensaio
foi conduzido na safra 2020/21, na Fazenda Experimental da Faculdade de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal da Grande Dourados, no municipio de Dourados-MS. O
ensaio foi conduzido em DBC- delineamento de blocos ao acaso, em arranjo fatorial 6x2,
sem e com associacdo com fungicida e seis concentragdes de Ni (0; 20; 40; 60; 80 e 100 g
ha!) utilizando sulfato de niquel (NiSO4(H20)s), com quatro repeticdes. As aplicagdes
ocorreram no estagio fenologico R1. A area foliar lesionada (SEV) foi avaliada
semanalmente e posteriormente calculou-se a area abaixo da curva de progresso da doenga
(AACPD). Em adicao avaliou-se: Massa de mil graos (1000G), produtividade (PROD),
nitrogénio de trifolios de soja (N), altura de plantas (AP), graos por legumes (GL), indice
SPAD - 1 e 2, celulose de trifolios de soja (CEL), hemicelulose de trifolios de soja (HEM),
Lignina de trifélios de soja (LIG), catalase (CAT), peroxidase (POD), superoxido
Dismutase (SOD) e proteinas totais dos trifolios de soja (PROT). A aplicagado foliar de Ni
com fungicida resultou em uma reducdo de 43, 39% na severidade da doenga e reduziu a
AACPD nas plantas de soja. A 1000G, PROD, GL, AP e indice SPAD - 1 e 2, ndo
apresentaram diferencas entre os tratamentos Ni, e o Ni associado com o fungicida, nao
houve efeito significativo nos fatores, dose, intera¢do entre dose e tratamento e bloco. O
Ni associado com o fungicida controlou a severidade e as plantas apresentaram indices
menores da AACPD e severidade comparados com aqueles que ndo receberam Ni. O Ni e
Ni associado ao fungicida, estimularam a produ¢do de componentes estruturais na parede
celular, como celulose, hemicelulose e lignina. Houve interacdo significativa entre os
fatores, dose e tratamento, tanto para Ni quanto para Ni associado ao fungicida para o teor
de nitrogénio nos trifélios de soja. As enzimas CAT, POD, SOD, PROT, apresentaram um
ajuste quadratico no tratamento Ni e Ni combinado com o fungicida, indicando um
aumento na atividade até a concentragdo proxima a 40 g de Ni ha!. Com aumento das
concentracdes houve uma diminui¢do subsequente da enzima e da PROT, nos tratamentos
testados. A aplicagdo de Ni foliar na concentragio de 60 g ha™! resultou em menor area
foliar lesionada pela ferrugem asiatica da soja e menor AACPD em soja. A concentracao
de 60 g ha'! proporcionou ainda as atividades méximas das enzimas CAT, SOD, POD e da
PROT. Essas enzimas sao reguladas pelo Ni e tem um importante papel fisioldégico na
reduc¢do da severidade da ferrugem na soja.

PALAVRAS-CHAVE: Doengas da soja, lignina, sulfato de niquel, indugdo de resisténcia.
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NICKEL AND ITS ASSOCIATION WITH FUNGICIDE (AZOXYSTROBIN +
BENZOVINDIFLUPYR) IN THE CONTROL OF ASIAN RUST (Phakopsora
pachyrhizi) AND ITS BIOCHEMICAL EFFECTS ON SOYBEAN CULTIVATION

ABSTRACT: The effect of nickel (Ni) in the soybean crop, as an inducer of resistance to
Phakopsora pachyrhizi, under field conditions, needs to be investigated. The objective of
this study was to verify the effect of Ni, and of Ni associated with the fungicide
azoxystrobin + benzovindiflupir in the control of the fungus P. pachyrhizi and its
biochemical effects, in agronomic components and productivity in the soybean crop. The
trial was carried out in the 2020/21 harvest, at the Experimental Farm of the Faculty of
Agricultural Sciences of the Federal University of Grande Dourados, in the municipality
of Dourados-MS. The test was conducted in DBC-randomized block design, in a 6x2
factorial arrangement, 12 treatments with and without fungicide association and six
concentrations of Ni (0; 20; 40; 60; 80 and 100 g ha-1) using sulfate of nickel (NiSO4(H20)
s), with four replications. Applications occurred at the R1 phenological stage. The injured
leaf area (SEV) was evaluated weekly and then the area under the disease progress curve
(AUDPC) was calculated. In addition, it was evaluated: mass of a thousand grains (1000G),
productivity (PROD), soybean trefoil nitrogen (N), plant height (AP), grains per leg (GL),
SPAD index - 1 and 2, Cellulose Soybean Trefoil Protein (CEL), Soybean Trefoil
Hemicellulose (HEM), Soybean Trefoil Lignin (LIG), Catalase (CAT), Peroxidase (POD),
Superoxide Dismutase (SOD) and Total Soybean Trefoil Protein (PROT). Foliar
application of Ni with fungicide resulted in a 43.39% reduction in disease severity and
reduced AUDPC in soybean plants. At 1000G, PROD, GL, AP and SPAD Index - 1 and 2,
there were no differences between Ni treatments, and Ni associated with the fungicide,
there was no significant effect on the factors, dose, interaction between dose and treatment
and block. Ni associated with the fungicide controlled the severity and the plants showed
lower AUDPC and severity indices compared to those that did not receive Ni. Ni and Ni
associated with the fungicide stimulated the production of structural components in the cell
wall, such as cellulose, hemicellulose and lignin. There was a significant interaction
between the factors, dose and treatment, both for Ni and for Ni associated with the
fungicide for the nitrogen content in soybean trefoils. The CAT, POD, SOD, PROT
enzymes showed a quadratic fit in the Ni and Ni treatment combined with the fungicide,
indicating an increase in activity up to a concentration close to 40 g of Ni ha-1. With
increasing concentrations there was a subsequent decrease in the enzyme and PROT in the
tested treatments. Application of foliar Ni at a concentration of 60 g ha-1 resulted in less
leaf area damaged by Asian soybean rust and lower AUDPC in soybean. The concentration
of 60 g ha-1 also provided the maximum activities of CAT, SOD, POD and PROT enzymes.
These enzymes are regulated by Ni and play an important physiological role in reducing
the severity of soybean rust.

KEYWORDS: Soybean diseases, resistance induction, lignin, nickel sulfate.



21

1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max [L.] Merrill) € a cultura agricola de maior expressao no pais.
O Brasil ¢ o segundo maior exportador de graos de soja do mundo. Na safra 2021/2022 a
cultura foi cultivada em 41,4 milhdes de hectares, tendo uma produgdo de 125,5 milhdes

de toneladas, e produtividade média de 3.026 kg ha! (CONAB, 2022).

A grande maioria dos fungicidas registrados para o controle da Phakopsora
pachyrhizi sdo de sitio-especificos e com sucessivas aplicagdes podem causar resisténcia
do fungo as bases usadas, devido a alta adaptabilidade deste patdgeno, criando populagdes

resistentes a esses fungicidas, dificultando o manejo da doenga (MACHADO et al., 2021).

Uma nova tecnologia para ser utilizada no controle da ferrugem asiatica da soja,
que necessita ser explorada, ¢ o uso do niquel (Ni) como indutor de resisténcia na ativagao
de mecanismos de defesa contra o fungo P. pachyrhizi, associado ou ndo com fungicidas

no controle da ferrugem asiatica (SOBRAL e SILVA, 2021).

O Ni ¢ um elemento que é componente estrutural da metaloenzima (urease, ureia
amidohidrolase), que possui dois ions de Ni no centro ativo (DIXON et al., 1975). Essa
enzima catalisa a hidrolise da ureia em amonia (NH?) e dioxido de carbono (CO?)
(SIEGBAHN et al., 2019). Em plantas de soja, uma baixa atividade da urease ocorreu em
decorréncia de deficiéncia de Ni, resultando em acumulo de ureia no tecido foliar. A urease
ocorre em duas formas isoenzimaticas nas plantas de soja, uma de alta expressao
denominada "urease embrido-especifica", sintetizada na semente, e a outra, a "urease
ubiqua", sintetizada nos demais tecidos da planta, desempenhando importante papel no

metabolismo do nitrogénio (FABIANO et al., 2015).

A fitotoxicidade do Ni em concentragdes elevadas ¢ atribuida a sua interferéncia no
fotossistema, afetando o ciclo de Calvin e inibindo o transporte elétrico devido ao acimulo
excessivo de ATP e NADPH decorrente da ineficiéncia das reagdes do escuro (KRUPA et
al., 1993). Embora os sintomas de toxicidade de Ni nos estagios iniciais ndo estejam bem
definidos, em estagios moderados e agudos, a planta pode apresentar clorose semelhante

aos sintomas de deficiéncia de Fe. Nos cereais, as cloroses podem ser brancas ou amarelo-
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claras, e nas dicotiledoneas, manchas cloroticas podem aparecer entre as nervuras das

folhas (BERTON et al., 2006).

O Ni ¢ micronutriente que pode afetar diretamente varios microrganismos
patogénicos nas plantas. Aplicagdes foliares de Ni em baixas concentrac¢des, induzem uma
resposta ao ataque de patodgenos, visto que esse micronutriente ¢ um ativador do
metabolismo antioxidante ativando enzimas como a catalase (CAT), peroxidase (POD) e
superoxido dismutase (SOD), que protegem as células das plantas contra radicais livres e

ativam uma resposta bioquimica contra patogenos (DOUSSEAU et al., 2016).

O uso do Ni no controle do virus do mosaico do pepino (CMV), em plantas de
pepino, reduziu a severidade da doenga, diminuindo o acimulo de particulas de CMV e
ativou expressdo de genes reguladores e relacionados a defesa da planta (DERBALAH e

ELSHARKAWY, 2019).

A aplicagdo de Ni foliar reduziu 99% severidade do oidio Microsphaera diffusa
(patogeno biotréfico) em plantas de soja, associado ou ndo ao fungicida fluxapiroxade +
piraclostrobina, na aplicag¢io de 40 g ha' de Ni e 300 mL ha' de fungicida (BARCELOS
etal., 2018).

Einhardt et al. (2020), estudando o efeito do Ni via aplicacdo foliar, em casa de
vegetacao, com condigdes controladas, observaram redugao de 35% na severidade da FAS
em plantas tratadas com Ni, em comparacdo as que ndo receberam aplicagdo Ni. Os autores
observaram ainda aumentos na concentracdo de lignina, atividade de B-1,3-glucanase e
expressao dos genes URE, PAL1.1, PAL2.1, CHI1BI1 e PR-1A, relacionados a defesa, em

plantas tratadas com Ni infectadas com o fungo P. pachyrhizi.

O controle da ferrugem asidtica da soja por aplicagdes foliares de Ni de forma
isolada ou associada com fungicidas precisa ser estudada. O objetivo desse estudo foi
verificar o efeito do Ni, e Ni em associagao a fungicidas no controle de P. pachyrhizi bem

como sobre componentes agrondmicos, bioquimicos e produtividade na cultura da soja.


https://bsppjournals-onlinelibrary-wiley.ez50.periodicos.capes.gov.br/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Einhardt%2C+Andersom+Milech
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Caracterizacio da area experimental

O ensaio foi conduzido de 14 de outubro de 2020 a 28 de fevereiro de 2021, na
Fazenda Experimental da Faculdade de Ciéncias Agrarias (FAECA) da Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD), no municipio de Dourados-MS. O local situa-se
sobre a latitude 22° 14’ S e longitude 54° 49’ W e 452 m de altitude. O solo foi classificado
como Latossolo Vermelho Distroférrico, segundo o Sistema Brasileiro de Classificacao do
Solo (EMBRAPA, 2013). Conforme a classificacio de Koppen, o clima da regido ¢

classificado como temperado umido com inverno seco e verao quente (Cwa).

O ensaio foi conduzido em sistema de plantio direto, sobre os restos culturais do
milho, utilizando 300 kg de 0-20-20 (N-P-K) de adubo. As sementes foram tratadas
previamente com piraclostrobina + tiofanato metilico + fipronil, sendo efetuada inoculagao

a base de turfa com bactérias Bradyrhizobium japonicum.

A semeadura foi realizada utilizando uma semeadora-adubadora da marca Jumil,
adequada para plantio direto, visando um stand de plantas de 340.000 ha™'. Foi utilizada a
cultivar SW Briza RR e as unidades experimentais foram compostas por seis linhas de
semeadura de soja, com espagamento de 0,45 m e 6 metros de comprimento (16,2 m?). Para
as avaliagdes, foram consideradas as duas linhas centrais, descartando-se 0,5 metro de cada

extremidade da unidade experimental.

O Ni sem e com associa¢ao ao fungicida, foram diluidos em agua limpa e aplicados
com auxilio de um pulverizador costal pressurizado por CO, acoplado a uma barra de
pulverizagao com 2 m de largura util e quatro pontas do tipo jato plano (XR 110.02). As
caracteristicas climaticas da 4rea utilizada, durante o periodo do ensaio podem ser

observadas na Figura 1.
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Figura 1. Precipitacdo pluviométrica acumulada (mm) e temperaturas maxima (TM),
média (T) e minima (Tm), em °C, registradas durante o cultivo da soja 2020/2021, em
Dourados, MS. Fonte: EMBRAPA (2021).

2.2. Delineamento experimental e tratamentos

O ensaio foi conduzido em DBC - delineamento de blocos ao acaso, em esquema
fatorial 6x2 totalizando 12 tratamentos, com seis doses de niquel (0; 20; 40; 60; 80 ¢ 100 g
ha!), associadas ou niio ao fungicida ELATUS® (azoxistrobina + benzovindiflupir) e
quatro repetigdes. O niquel foi utilizado na forma de sulfato de niquel (NiSO4(H20)s. A
dose do fungicida foi de 200 g ha!. Os tratamentos foram implementados no estagio

fenologico R1. Apds a implementag@o dos tratamentos ndo houve necessidade de novas

aplicacdes do fungicida.

2.3. Variaveis Analisadas
O indice de clorofila

O indice foi quantificado por meio do SPAD (Soil Plant Analysis Development) no
foliolo central do terceiro trifolio totalmente aberto do apice para a base da planta

(YOKOYAMA et al., 2018) em avaliagdes realizadas aos 21 (SPADI) e 35 (SPAD2) dias
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apds os tratamentos. Utilizou-se trés folhas do apice para a base de 10 plantas por

tratamento, evitando as nervuras.

A avaliacio de severidade

Para avaliacdo de severidade (SEV) da ferrugem asiatica, foram realizadas seis
coletas semanais de 20 foliolos de cada parcela do terco médio e inferior. As amostragens
iniciaram-se aos 14 dias ap6s a aplicagdo. Posteriormente, determinou-se a area foliar
lesionada pelo patdgeno. A severidade de ferrugem asidtica, expressa pela area foliar
lesionada, foi estimada utilizando-se escala diagramatica de Godoy et al. (2006), mostrada

na Figura 2.

0,6 % 2,0 %

Figura 2. Escala diagramatica para avaliacdo da severidade da ferrugem asiatica da soja
(GODOY et al., 2006).

Area da curva de progresso de doenc¢a

Os valores de severidade média de cada parcela foram utilizados para o calculo da
area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) (CAMPBELL e MADDEN, 1990).
A AACPD foi calculada pela férmula: AACPD = iXn-1[(x1 + xi+1)] /2 (ti+1 —ti), onde n &
o numero de avaliagdes, x ¢ a severidade da doencga e (ti+1 — ti) € o intervalo de tempo
entre duas avaliagcdes consecutivas (CAMPBELL e MADDEN, 1990). A AACPD sintetiza

todas avaliagdes de severidade da doenga em um tnico valor.

Componentes agronomicos e produtividade da soja

Foram avaliados o nimero de grao por legumes (GL) e a altura das plantas (AP),
dada pela distancia do colo da planta até a extremidade da haste principal em cm. Os dados
foram coletados de dez plantas selecionadas aleatoriamente da area util das parcelas no

estadio fenologico R8 (PADILHA et al., 2021).
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Apos a colheita manual das plantas localizadas, no estadio fenologico RS, as plantas
foram trilhadas e os graos peneirados para a retirada de impurezas. Posteriormente, os graos
foram pesados em balanca digital. Foi estimado a massa de mil graos (1000G) pela
pesagem de oito amostras contendo 100 sementes de cada unidade experimental e fazendo
a média das amostras e realizando a corre¢do da umidade para 13% RAS (BRASIL, 2009).
Apods a afericdo da massa e determinacdo de umidade foi obtida a produtividade e

convertida em toneladas por hectare (PROD) (MATTEI et al., 2020).
Analises Laboratoriais

As analises foram processadas no Laboratério de Microbiologia Agricola e
Fitopatologia e as anélises bioquimicas foram realizadas no laboratério de Zootecnia Geral
e para as andlises de determinagdo de lignina, celulose e hemicelulose utilizou-se o

Laboratério de Forragicultura Geral na Unidade IT da FCA/UFGD.
Coleta do material

Uma coleta de trifélios de soja foi realizada aos 12 dias apods a aplicagdo dos
tratamentos, no estadio R2, sendo coletado o primeiro trifélio totalmente expandido de 15
plantas de cada unidade experimental, que foram condicionados em nitrogénio liquido, e
utilizados para quantificacao do contetido de catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD),
peroxidase (POD) e proteinas totais dos trifolios de soja (PROT). Esses materiais foram

macerados em N liquido e armazenados em freezer até serem processadas as analises.
Catalase (CAT)

A atividade da enzima catalase (CAT) foi avaliada por meio da andlise da
degradagdo de peroxido de hidrogénio (H202), utilizando o método descrito por Azevedo
et al. (1998). Para realizar a analise, adicionou-se 1 mL de tampao fosfato de potassio (100
mM, pH 7,5) e 2 pL de H202 (30%) em cada tubo de ensaio. Em seguida, adicionou-se 150
puL de extrato de proteina e os tubos foram imediatamente misturados por vortex. A
atividade enzimatica foi medida pela quantificagdo da decomposicao de H>O, em um
intervalo de tempo de 2 minutos, utilizando um espectrofotdmetro com o comprimento de

onda de 240 nm, a 25 °C. Os resultados foram expressos em pM min"! mg! de proteina.
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Superoéxido Dismutase (SOD)

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) foi avaliada conforme o
método descrito por Giannopolitis € Ries (1977). Para realizar o teste, 50 pL da amostra
foram adicionados a uma mistura contendo 5 mL de tampao fosfato de s6dio (50 mmol/L,
pH 7,8), metionina (13 mmol/L), NBT (75 mmol/L), EDTA (0,1 mmol/L) e riboflavina (2
umol/L). Os tubos de ensaio foram colocados dentro de uma camara de reacdo (caixa) e
submetidos a ilumina¢do de uma lampada fluorescente de 15 W a 25 °C, por um periodo
de 15 minutos. Durante esse tempo, ocorreu a formagdo do composto formazano azul
produzido pela fotorreacdo do NBT. Para cada amostra, também foram preparados tubos
de ensaio contendo a mesma mistura, porém cobertos com papel aluminio para evitar a
exposicao a luz, e esses tubos foram utilizados como controles. Ap6s os 15 minutos, as
amostras foram homogeneizadas por vortex e as leituras foram realizadas em um

espectrofotdmetro a 560 nm. Os resultados foram expressos como proteina U SOD mg™.
Peroxidase (POD)

O método utilizado para determinar a atividade da enzima peroxidase (POD) nos
tecidos foliares da soja foi o descrito por Reis et al. (2014). Apds o processo de extracao
enzimatica dos tecidos foliares, foram retiradas aliquotas de 0,5 mL dos extratos teciduais
e adicionadas a 0,5 mL de tampao fosfato de potassio 0,2 M (pH 6,7), 0,5 mL de H,O>
(peroxido de hidrogénio) e 0,5 mL de aminoantipirina. Os tubos de ensaio foram colocados
em banho-maria a 30 °C por 5 minutos e, apds a incubacdo, 2 mL de etanol foram
adicionados para interromper a reacdo. As amostras foram resfriadas a temperatura
ambiente, agitadas em vortex e lidas em um espectrofotdmetro com comprimento de onda
de 505 nm. Como controle, o extrato enzimatico foi substituido por tampao fosfato de
potassio 0,2 M (pH 6,7). A atividade enzimatica total foi expressa em pmol de H>O> min-

1 mg! de proteina.
Proteinas totais dos trifélios de soja

A concentragdo de proteinas soluveis totais foi determinada pelo método de
Bradford (1976), utilizando BSA (albumina de soro bovino) como padrao. 100 uL da
aliquota da amostra e 5 mL do reagente de Bradford pré-preparado foram pipetados em

tubos de ensaio. A absorbancia foi medida a 595 nm usando um espectrofotometro, e os
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resultados foram expressos em mg g’ proteina por MF. Os valores de proteina foram

utilizados para calcular as concentragdes de enzimas antioxidantes.
Determinacio de Lignina, Celulose e Hemicelulose

Ap6s a colheita dos trifélios de soja no estadio R2, doze dias apos a aplicacdo dos
tratamentos, foram coletadas o primeiro trifélio recém expandido de 15 plantas em cada
unidade experimental. As amostras foram homogeneizadas e levadas para pré-secagem em
estufa de ventilagao for¢ada a 55° C por 72h e apds este periodo foram moidas em moinho
do tipo Willey a 1 mm, em triplicada, para determinacdo dos teores de nitrogénio, lignina,

hemicelulose e celulose.

Foi empregado o método de autoclavagem descrito por Detmann et al. (2012) para
analise dos residuos de Fibra em Detergente Neutro (FDN) ou Fibra em Detergente Acido
(FDA). Os sacos de amostra foram confeccionados com TNT (tecido nao tecido), medindo
5x4 cm, secos em estufa a 105°C por 3 horas, e identificados com lapis. Cada saco foi
preenchido com 0,5 g de amostra e selado. Em seguida, os sacos foram colocados em potes
de pléstico com capacidade de 80 mL, contendo 50 mL de solugdo, e submetidos a
autoclavagem a 105°C e 0,5 ATM por 1 hora. Apos o processo de autoclavagem, os sacos
contendo os residuos foram lavados trés vezes com 4gua destilada aquecida e,
posteriormente, lavados com acetona em béquer por duas vezes. Os sacos foram secos em
estufa a 105°C por 3 horas, colocados em dessecador até esfriar e, em seguida, pesados

para obtencao dos respectivos pesos dos residuos de FDN ou FDA.

Considerou-se a relagdo entre a amostra ¢ a solugdo recomendada pelo método
original de Van Soest (1963) e Van Soest e Wine (1967) para a obtengdo da FDN ou FDA
em cada 1,0g de amostra, utilizando 100mL de solugdo. Os cdlculos para determinar a
quantidade de fibra, FDN ou FDA, presente na amostra seca ao ar (ASA) foram realizados

utilizando a formula adequada.

FDN ou FDA (% na ASA) = (P2 - P3) x 100/ P1
Onde:
P1 = peso da amostra, em g;
P2 = peso da tara + residuo, em g;

P3 =peso da tara, em g.
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OBS: tara = cadinho filtrante ou saco de TNT.

Em seguida, a % de FDN ou FDA na ASA foram corrigida para matéria seca (MS), segundo

a formula:

FDN ou FDA (% na MS) = (%F + %ASE) x 100
Onde:

% F = percentual de fibra, FDN ou FDA, na ASA;
%ASE = percentual de amostra seca em estufa.
Onde:

% F = percentual de fibra, FDN ou FDA, na ASA;

% ASE = percentual de amostra seca em estufa.

Os teores de hemicelulose, foram calculados pela diferenga entre o FDN ¢ FDA
(Hemicelulose = FDN — FDA) e a celulose foram determinados pela diferenga entre a fibra

em detergente acido (FDA) e lignina (Celulose = FDA — Lignina) (VAN SOEST, 1963).

O teor de lignina foi determinado pelo método sequencial, onde as amostras foram
previamente tratadas com solugdo de detergente neutro (FDN) e posteriormente em fibra
em detergente acido (FDA), que apds foi submetida a digestdo com solu¢do concentrada
de acido sulfurico a 72%, por trés horas, posteriormente foram lavados e secos em estufa e

por diferenga de peso obteve-se o teor final de lignina (VAN SOEST, 1963).

Determinacio de Nitrogénio

Os teores de nitrogénio foram determinados pelo método de Kjeldahl. As amostras
foram pesadas e colocadas em tudo de digestdo, contendo 5 ml de acido sulfurico e mistura
catalizadora (sulfato de potassio e sulfato de cobre). As amostras foram digeridas por
digestdo sulfurica e posteriormente o material foi destilado pelo método de arraste e
titulado com solugéo de acido cloridrico (AOAC, 2016).

2.4. Analise Estatistica

Os dados coletados foram submetidos aos testes de normalidade e
homoscedasticidade e analise de variancia pelo teste F, com nivel de significancia de 5%

de probabilidade. Quando significativas, foi realizada analise de regressao e probabilidade
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do Ni sem e com associacdo com o fungicida. Foi realizada a andlise de correlagdo de
Pearson entre as varidveis a 5% de probabilidade. Utilizando os softwares R (R CORE

TEAM, 2020), Rbio (BHERING, 2017).
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A cultura da soja foi semeada no més de outubro de 2020, dentro do periodo
recomendado para a cultivar. No entanto, no periodo da safra de soja do ano 2020/2021
houve uma baixa precipitacdo pluvial, ndo apresentado ambiente adequado para o
desenvolvimento da ferrugem asiitica na regido, durante o periodo experimental. O
primeiro foco da doenga no estado ocorreu somente em 26/01/2021 (CONSORCIO
ANTIFERRUGEM, 2023). Isso sugere uma baixa quantidade inicial de indculo no campo.
Observando o ano da safra anterior (2019/2020), o primeiro foco de doenga encontrado no
municipio de Dourados - MS foi no dia 09/01/2020, com uma diferenca de dezessete dias

em relagio ao periodo 26/01/2021 (CONSORCIO ANTIFERRUGEM, 2023).

A FAS pode infectar a cultura a partir dos estadios iniciais de desenvolvimento da
planta, desde que encontre condi¢cdes ambientais favoraveis (ALVES, 2016). As
temperaturas durante a condugdo do experimento ficaram dentro das médias normais para
esse periodo do ano, oscilando entre 25,7 € 26,8 °C (Figura 1), mantendo-se também dentro
do intervalo favordvel ao desenvolvimento do patogeno, que ¢ de 15 a 28 °C. Ja a
precipitacdo pluvial acumulada foi de 647 mm durante a condugdo do ensaio, que iniciou
no dia 14 de outubro de 2020 e terminou no dia 28 de fevereiro de 2021. O baixo indice
pluviométrico durante o experimento, influenciou em um tempo inferior a seis horas de
molhamento foliar, consequentemente dificultou a infecgdo e posteriormente o
desenvolvimento e expansao do indculo do patdégeno (Phakopsora pachyrhizi), o que pode
ter exercido um efeito negativo na dispersdo do patégeno dentro do dossel das plantas na

area experimental do ensaio (TSUKAHARA et al., 2008).

A Figura 3 (A) ilustra que a aplicagdo foliar de Ni resultou em uma menor
severidade da doenca, comprometendo o desenvolvimento do patégeno nas plantas. A dose
de 65,4g ha'! de Ni, reduziu a severidade em 43,39% em comparacgdo a dose 0. A resposta
da severidade da doenca a aplicacdo de Ni foi descrita como uma funcao quadratica
negativa, com um ponto minimo estimado de 3,71%, que foi alcangado com a concentragao

de Ni de 65,4g ha!. Na analise estatistica em arranjo fatorial da variavel severidade, os



SEV - Severidade da FAS (%)

31

fatores, dose, tratamento, intera¢ao dose e tratamento com Ni, demonstraram diferencas
significativas. Esses resultados sugerem que o Ni pode ser benéfico na reducdo da

severidade da doenga.

Na Figura 3 (B), foi observado que a aplicagdo de Ni reduziu a AACPD nas plantas
de soja. A AACPD foi descrita como uma fungdo quadratica negativa as diferentes
concentracdes de Ni, com um ponto minimo estimado de 66,6 alcancado com a
concentragdo de Ni de 50,1g ha™!. Esses resultados sugerem que a aplicagdo de Ni pode
acionar mecanismos de defesa latentes nas plantas de soja, aumentando a resposta da planta
ao ataque da FAS. Na andlise estatistica em arranjo fatorial da variavel AACPD, os fatores,
dose, tratamento, bem como a interagdo entre dose e tratamento do Ni, foram significativos.
Esses resultados sugerem que o uso do Ni pode ser benéfico na redu¢do da AACPD,
entretanto em relagdo ao Ni associado ao fungicida, a baixa pressdo do inoculo nas plantas,
associado ao ambiente desfavoravel, pode ter resultado em um efeito mascarado, da

interagdo do Ni com o fungicida.
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Figura 3 (A). SEV - severidade (%) da FAS. Figura 3 (B) AACPD - Area abaixo da curva
de progresso de doenca de plantas de soja submetidas a diferentes concentracdes de Ni sem
e com associa¢do ao fungicida. Linha tracejada e [} indica a aplicacdo foliar de Ni sem
associagdo de fungicida e linha continua n.s. -ndo significativa (Ni com fungicida
(Azoxistrobina + Benzovindiflupir).

Neste estudo, o fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir) associado com o Ni
controlou a severidade e apresentou indices menores da area abaixo da curva do progresso

da doenca (AACPD) e menor severidade comparados com o Ni. Os resultados indicaram
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que a adi¢ao do Ni ao fungicida ndo teve um efeito adicional significativo no controle da

ferrugem asiatica.

A associagdo do Ni com fungicidas também foi estudada por autores como Yu et al.
(2008), que verificaram que a adi¢do de Ni ao fungicida Azoxistrobina aumentou a

eficiéncia do controle de doencas fungicas e promoveu um melhor crescimento da soja.

De acordo com a pesquisa realizada por Chechi et al. (2019), em campo, durante os
anos de 2014 e 2016, foi verificado que a aplicacdo da dose do fungicida (Azoxistrobina +
Benzovindiflupir) em conjunto com o volume de calda de 200 L ha'! em plantas de soja foi
capaz de controlar a FAS de forma eficaz. Os resultados obtidos apontaram que o controle
da ferrugem asiatica da soja alcancou percentuais entre 68,4% e 70,1%. Esses achados
sugerem que a aplicacdo do fungicida ¢ uma medida adequada e eficaz para o controle da

ferrugem asiatica da soja.

O Ni pode ter estimulado a producdo de componentes estruturais na parede celular,
aumentando em 33% a produ¢do de celulose, 11% hemicelulose e 10% lignina, entre as
doses, aumentando a barreira fisica e quimica natural da soja contra a penetracao fingica.
Segundo Cantu et al. (2008), a parede celular representa, uma fonte de nutrientes, ao
mesmo tempo uma barreira de acesso fisico contra a infec¢ao do patdgeno, levando o fungo

a utilizar estratégias para contornar esta defesa.

Além disso, a aplicacdo de Ni permitiu controlar o acesso do fungo a esses
nutrientes importantes como nitrogénio, fosforo, potassio, magnésio, célcio, entre outros,
através da inducdo de resisténcia ou de ativagao do sistema antioxidante do hospedeiro
resultando no aumento da producdo de enzimas antioxidantes, como a superoxido
dismutase, peroxidase e catalase, o que contribuiu para a reducio da severidade da doenga

e da AACPD nas plantas de soja (SAKAMOTO e BRYANT 2001).

Gajewska et al. (2006), detectaram que o Ni ¢ capaz de aumentar a produgdo de
enzimas antioxidantes em plantas de trigo. O Ni pode estimular a produ¢ao de compostos
de defesa, como 4cido salicilico, enzimas antioxidantes, dcido jasmonico e compostos
fenolicos, que sdao importantes na resposta de defesa da planta contra ataques de

fitopatogenos (SIRHINDI et al., 2016).
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De acordo com a Figura 4 (A) do estudo, a variavel da massa de mil graos (1000G)
ndo apresentou efeito de o Ni, e Ni associado com o fungicida (Azoxistrobina +
Benzovindiflupir), ndo houve efeito significativo nos fatores, dose, interagdo entre dose e
fungicida e bloco. A Figura 4 (B) demostrou que a produtividade por hectare (PROD) nao
apresentou diferencas significativas entre Ni, ¢ Ni com associacdo com o fungicida
(Azoxistrobina + Benzovindiflupir). A andlise estatistica em arranjo fatorial da varidvel
produtividade, indicou que ndo houve efeito significativo nos fatores, dose, interagdo entre

dose e fungicida e bloco.

A Figura 4 (C) apresenta o teor de nitrogénio nos trifolios de soja com a aplicagdo
de Ni, e Ni associado com fungicida. Houve uma interagdo significativa entre os fatores,
dose e fungicida, para Ni, e Ni associado ao fungicida. Neste estudo, foi constatado que a
combinagdo aditiva do fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir) com Ni resultou em
um incremento significativo em relagdo a aplicag@o exclusiva de Ni, exercendo um efeito

benéfico na no teor de nitrogénio nos foliolos de soja.

Este estudo destacou que a aplicacdo foliar de Ni, e Ni combinado com o fungicida
(Azoxistrobina + Benzovindiflupir), resultou em aumento linear, na quantidade de
nitrogénio nos trifélios de soja, conforme observado na Figura 4 (C). O uso combinado do
Ni com o fungicida teve um impacto positivo aumentando a disponibilidade de nitrogénio
nos trifélios de soja, o que pode ser explicado pelo aumento da atividade microbiana no

solo e da fixagdo bioldgica de nitrogénio (MITTLER, 2002; LAVRES et al., 2016).

A aplicacado foliar de Ni pode ser eficaz na corre¢ao de caréncias de nitrogénio e na
melhoria da nutricdo da soja, ja que melhora significativamente a FBN, aumentando o
crescimento da planta e a producdo de graos (SIQUEIRA et al.,, 2018). Quando ha
disponibilidade de Ni, a capacidade da planta de fixar nitrogénio ¢ favorecida, resultando
em maior disponibilidade de nitrogénio nas folhas de soja (SIQUEIRA et al., 2018). Isso
pode evitar sinais de estresse nutricional, como amarelecimento foliar, atraso no

crescimento e redu¢do na producao de graos (FERREIRA et al., 2022).
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Figura 4 (A). 1000G - massa de mil graos (g). Figura 4 (B). PROD - produtividade por
hectare (t/ha). Figura 4 (C). N — Nitrogénio de trifélios de soja (g kg!) de plantas de soja
submetidas a diferentes concentragdes de Ni sem e com associacdo ao fungicida. Linha
tracejada e [} indica a aplicagdo foliar de Ni sem associagdo de fungicida e linha continua
n.s. -ndo significativa (N1 com fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir).

Conforme a Figura 5 (A) e 5 (B), graos por legumes (GL) e altura de plantas (AP)
ndo apresentaram diferengas entre Ni e Ni com fungicida, ndo demonstrando efeito

significativo nos fatores dose, interag¢do entre dose e fungicida e bloco.
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Figura 5 (A). GL - Graos por legumes. Figura 5 (B). AP - Altura de plantas (cm) de plantas
de soja submetidas a diferentes concentragcdes de Ni sem e com associagdo ao fungicida.
Linha pontilhada indica a aplicacdo foliar de Ni sem associacdo de fungicida e linha
continua indica a aplicacdo foliar de Ni com fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir).

De acordo com a Figura 6 (A) e 6 (B), o Indice SPAD (Soil Plant Analysis
Development) — 1 e 2 ndo apresentou diferencas significativas entre os tratamentos Ni e Ni
associacdo com o fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir), € ndo demonstrou efeito
significativo no fator dose, interacdo dose com fungicida e bloco. Sugerindo que o uso de

Ni e do Ni associado com o fungicida ndo teve impacto significativo no teor de clorofila

nas plantas.
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pontilhada indica a aplicag¢do foliar de Ni sem associacdo de fungicida e linha continua
indica a aplicacdo foliar de Ni com fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir).

Como demonstrado as Figuras 7 (A, B, C) o Ni, e Ni associado ao fungicida
(Azoxistrobina + Benzovindiflupir), levou a um aumento nos teores de celulose (CEL),
hemicelulose (HEM) e lignina (LIG) nos trifélios de soja, respondendo com ajuste linear
aos tratamentos. Verificou-se que a associa¢do aditiva do fungicida resultou em um
aumento significativo dos teores de CEL, HEM e LIG em comparacao a aplicagdo de Ni
isolado exercendo um efeito positivo sobre a CEL, HEM e LIG dos foliolos de soja. A
analise estatistica em arranjo fatorial, indicou que as variaveis CEL, HEM e LIG
apresentaram diferengas significativas entre os tratamentos o Ni e Ni com associacdo com
o fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir) demonstrando efeitos significativos nos

fatores dose, fungicida e na intera¢do dose com fungicida.

As quantidades de celulose, hemicelulose e lignina presentes na parede celular t€ém
um impacto importante na resisténcia das plantas a patdgenos e na resposta de defesa contra
os mesmos. De acordo com o estudo realizado por Li et al. (2019), a alteragdo na
composi¢ao da parede celular pode ser uma resposta imune da planta contra o stress biotico,
aumentando a robustez e a flexibilidade do tecido vegetal para oferecer protecdo contra
invasores patogénicos. O aumento da robustez aliado com a baixa quantidade de inoculo
presente no estudo e a baixa umidade, possivelmente reduziram a infeccdo e

desenvolvimento do fungo.

A parede celular da planta desempenha um papel fundamental na defesa contra
patdgenos e no reconhecimento de estresses ambientais, transmitindo sinais que ativam
respostas de defesa (COS-GROVE, 2005). Embora tradicionalmente vista como uma
barreira passiva contra patdogenos, estudos recentes indicam que a parede celular age de

forma ativa na protegdo da planta.

Na figura 7 (A), foi observado que o Ni, e Ni com associagdo com o fungicida
(Azoxistrobina + Benzovindiflupir), promoveu um aumento significativo no teor de CEL
nos trifolios de soja. A celulose € um componente chave da parede celular que influencia
tanto o crescimento quanto a resposta de defesa das plantas. Estudos em plantas mutantes
que apresentam deficiéncia na sintese de celulose tém revelado graves alteracdes no
desenvolvimento, como nanismo ¢ menor rendimento nas plantas (SCHULZE et al. 2010;

RAMIREZ et al. 2011).
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O bloqueio da sintese de CEL pode levar a diminuicao da resisténcia da planta
a doengas (HAMANN et al. 2009). Por exemplo, quando em plantas de cevada, o gene
HvCSLD2 ¢ silenciado, impedindo a producdo de sintase celulose, a parede celular
epidérmica da planta exibe uma redug¢ao no conteudo de celulose, o que torna as
papilas da planta mais facilmente penetradas pelo fungo Blumeria graminis. Como
resultado, a planta apresenta uma resisténcia comprometida ao oidio. (DOUCHKOV

etal., 2016).

A 1nibicao quimica da sintese de celulose também pode inibir a ativacdo da
imunidade da planta. A inibicdo da sintese de celulose tem sido associada a producdo do
acido jasmonico (JA) e espécies reativas de oxigénio (ROS) e a deposi¢do da lignina na
parede celular. Esses processos afetam a imunidade da planta, tornando-a menos resistente

a patogenos e estresses abioticos (WAN et al., 2021).

Na figura 7 (B), foi observado que o Ni, e Ni associado com o fungicida (Azoxistrobina
+ Benzovindiflupir), promoveram um aumento significativo no teor de hemicelulose (HEM)
nos trifolios de soja. As hemiceluloses s3o um conjunto heterogéneo de polissacarideos
que apresentam um esqueleto B-(1P4)-glicosidico, composto por manose, glicose ou

xilose (SCHELLER e ULVSKOYV, 2010; ENDLER e PERSSON, 2011).

Tanto a xilana quanto a xiloglucana pertencem ao grupo das hemiceluloses e sao
consideradas os principais componentes da parede celular vegetal. Cada vez mais,
evidéncias tém mostrado que alteragcdes nesses componentes podem afetar a resisténcia
de Arabidopsis a patdgenos (DELGADO-CEREZO et al. 2012; SAMPEDRO et al., 2010;
CHOWDHURY et al., 2017).

Os mutantes Arabidopsis det3 (de-estiolado3) e irx6-1 (xilema irregular 6-1)
apresentam niveis elevados de xilose em sua parede celular, quando comparados ao tipo
selvagem. De maneira interessante, esses mutantes demonstram maior resisténcia ao

fungo Alternaria cucumerina (DELGADO-CEREZO et al., 2012).

A funcao das HEM na inducdo de resisténcia em plantas estd relacionada a sua
capacidade de reforcar a parede celular e interagir com outros componentes, como a CEL
e a lignina. Alteragdes na composi¢cao podem desencadear respostas de defesa em plantas,

levando a uma maior resisténcia a patdégenos (LI et al., 2019).


https://link.springer.com/article/10.1007/s44154-021-00003-4#ref-CR58
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Além de proporcionar estrutura e resisténcia a parede celular, a celulose e hemicelulose
também sdo cruciais na resposta de defesa das plantas contra patdégenos (GILLSON et al.,
2003). Por exemplo, a presenca de celulose e hemicelulose pode ajudar a controlar a invasao
de patogenos pela formagdo de barreiras fisicas (FARROKHI et al., 2006). Além disso, a
degradacao da celulose e hemicelulose pode ser um sinal de ativacao da resposta de defesa das

plantas contra patogenos (FOURIE et al., 2020).

Outro aspecto importante ¢ que a quantidade e distribuig¢do de celulose e hemicelulose na
parede celular também pode afetar a resposta de defesa das plantas contra patogenos. Por
exemplo, uma quantidade insuficiente de celulose pode levar a uma parede celular fraca e

vulneravel a invasdes patogénicas (FARROKHI, et al., 2006).

Na Figura 7 (C), foi observado que o Ni, ¢ Ni com o fungicida (Azoxistrobina +
Benzovindiflupir), promoveram um aumento significativo no teor da lignina nos trifélios de soja.
A lignina ¢ um importante componente na resisténcia das plantas aos patégenos, formando uma
barreira fisica dificultando a penetracdo das hifas (LI et al., 2019). O Ni ativou mecanismos de
defesa das plantas, aumentando a sintese de lignina, indicando uma lignificacdo nas areas
atacadas diminuindo o ataque do patdégeno nas plantas Fusarium asiaticum em plantas de soja

(RANADE et al., 2022; XU et al., 2020).
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Figura 7 (A). CEL - Celulose de trifolios de soja (g Kg'), Figura 7 (B). HEM —
Hemicelulose de trifolios de soja (g kg™!) e Figura 7 (C). LIG - Lignina de trifolios de soja
(g Kg) de trifélios de plantas de soja submetidas a diferentes concentragdes de Ni sem e
com associagdo ao fungicida. Linha tracejada ¢ [} indica a aplicagdo foliar de Ni sem
associacdo de fungicida e linha continua com @ indica a aplicagio foliar de Ni com
fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir).

A presenca de lignina na parede celular das plantas tem sido associada a resisténcia
contra doencas, uma vez que plantas com maior quantidade de lignina apresentam maior
tolerancia as enzimas degradadoras da parede celular secretadas pelos patogenos, seja em
resposta a infec¢do ou em casos de deficiéncia na biossintese de celulose (WAN et al.,

2021).

Segundo Li et al. (2019), a ativacao dos genes Os4CL3 e Os4CLS5 relacionados a
biossintese de lignina ¢ estimulada pelo fator de transcrigdo do arroz OsMYB30, o que
resulta no fortalecimento da célula do esclerénquima por meio do acimulo de

subunidades G e S de lignina, conferindo resisténcia a penetragao de Magnaporthe oryzae.

De acordo com estudos recentes, o uso de Ni pode ter um efeito positivo na lignificagdo
das plantas, aumentando a robustez e a integridade da parede celular (LESKOVA et al., 2020).
Além disso, o Ni, tanto de forma isolada quanto associado ao fungicida tem sido usado para
potencializar ainda mais esse efeito, uma vez que os fungicidas atuam no controle de patégenos

que podem afetar a integridade da parede celular das plantas (LI et al., 2018).

O Ni também foi relacionado a ativacdo de genes relacionados a sintese de lignina e
aumento da expressdo desses genes, o que indica que o Ni pode estar envolvido na regulacao
da lignificacdo em plantas (KUMAR et al., 2020). Além disso, o Ni tem sido associado a um
aumento na concentracdo de compostos fenolicos, como a cumarina, que € um importante

precursor da lignina (LESKOVA et al., 2020).
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Nas Figuras 7 (A, B, C) deste estudo, foi observado que o uso do Ni, e Ni associado
com um fungicida resultou em aumentos lineares nos teores de celulose, hemicelulose e
lignina nos trifoélios de soja. Isso sugere que a aplicagdo de Ni pode aumentar a sintese de
celulose, hemicelulose e lignina, possivelmente fortalecendo a parede celular, tornando as

plantas mais resistentes ao ataque de patdogenos, como o FAS.

No entanto, ¢ importante notar que este estudo avaliou a severidade e AACPD da
FAS e os efeitos da aplicagdo do Ni, e Ni em combinac¢ao com o fungicida, no controle da
doenca apresentando resultados promissores, € mais pesquisas sa0 necessarias para

confirmar esta hipoétese.

E importante destacar que este estudo ndo avaliou diretamente os efeitos da
inibi¢do quimica da sintese de CEL, HEM e LIG na imunidade da planta. Em vez disso,
o estudo se concentrou em examinar os efeitos da aplicacao de Ni, e Ni associado com

fungicida, nos teores desses compostos nos trifélios de soja.

Embora os resultados sugiram uma relacdo entre a aplicacdo do Ni, e Ni
associado ao fungicida no aumento nos teores de CEL, HEM e LIG, ainda ndo esta claro
se essas alteragdes na sintese desses compostos estdo diretamente envolvidas na

ativagdo de mecanismos de defesa da planta contra a FAS.

Conforme apresentado na Figura 8 (A), a atividade da enzima catalase (CAT)
apresentou um ajuste quadratico no Ni, em fun¢do dos niveis de Ni alcangando o ponto
maximo de 0,70 mmol mg 'min proteina, estimado na concentragio 35,98 g de Ni ha™’.
Quando o Ni foi combinado com o fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir), a enzima
apresentou um ajuste quadratico com o ponto maximo de 0,69 mmol mg'min proteina,
estimado na concentragio 48,17 g de Ni ha''na atividade da catalase (CAT). Indicando um
aumento na atividade da CAT até o ponto maximo, seguido de uma diminui¢do subsequente

da enzima CAT.

Os resultados da andlise estatistica, indicam um efeito significativo no fator, dose,
fungicida e uma interacao significativa entre dose e fungicida, sugerindo que o uso de Ni,
e Ni associado com o fungicida, teve um impacto na atividade da enzima catalase (CAT).
Esses resultados indicam que as concentracdes de Ni utilizadas no estudo pode afetar a
atividade da CAT, o que ¢ importante considerar ao avaliar o uso potencial de Ni como um

agente de prote¢do contra a FAS. Além disso, a interagdo significativa entre dose e
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tratamento sugere que o uso combinado de Ni e fungicida pode ter um efeito diferente na

atividade da CAT em comparacao com o uso isolado de Ni.

A enzima catalase (CAT) ¢ essencial para a sanidade das plantas, pois regula os
niveis de peroxido de hidrogénio produzidos pelas enzimas SOD e POD. Embora essas
enzimas sejam importantes para a defesa das plantas contra patdgenos e estresses
ambientais, um acumulo excessivo de perdxido de hidrogénio pode ser toxico. Portanto, a
regulacdo adequada da enzima catalase ¢ crucial para manter o equilibrio da produgdo de

peroxido de hidrogénio nas plantas (BARBOSA et al., 2014).

Embora a principal funcdo da enzima catalase (CAT) seja degradar altas
concentragdes de peroxido de hidrogénio, que podem ser toxicas para as plantas, baixas
concentragdes dessa substancia desempenham um papel importante na transdugao de sinal
em plantas que estdo sob ataque de estressores bidticos, como fungos (PRASAD et al,

1994).

Nesse contexto, o peroxido de hidrogénio pode atuar como um sinalizador para a
planta, desencadeando respostas de defesa contra o estressor bidtico. Assim, a regulagdo
adequada da produgdo de perdxido de hidrogénio pela enzima CAT ¢ crucial para manter a
homeostase da planta e sua capacidade de responder efetivamente aos desafios bioticos

(PRASAD et al, 1994).
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Figura 8 (A), CAT - catalase (mmol mg™!' min prot), Figura 8 (B), POD - peroxidase (umol
min g prot) e Figura 8 (C), SOD - superoxido Dismutase (umg min g™ prot), Figura 8
(D), PROT - proteinas totais dos trifolios de soja (mg g proteina por MF) submetidas a
diferentes concentragdes de Ni sem e com associagdo ao fungicida. Linha tracejada e [Jj
indica a aplicagdo foliar de Ni sem associagdo de fungicida e linha continua com @ indica
a aplicagdo foliar de Ni com fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir).

O uso do Ni, e do Ni associado ao fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir)
para proteger as plantas contra a FAS, sugere que eles podem ter um efeito positivo na
atividade da enzima catalase (CAT), aumentando-a e mantendo os niveis de perdxido de
hidrogénio dentro de niveis seguros para a planta. Dessa forma, a agdo do fungicida pode
ajudar a manter o equilibrio necessario entre a produgdo de peroxido de hidrogénio e a

capacidade da planta de lidar com essa substancia, o que ¢ fundamental para a sanidade e

a sobrevivéncia das plantas sob estresse biotico (MAMENKO et al., 2019).

Conforme apresentado na Figura 8 (B), a atividade da enzima peroxidase (POD)
apresentou um ajuste quadratico as doses de Ni, isolado alcancando o ponto méximo de
3,48 umol min g™! proteina, estimado na concentragdo 56,23 g de Ni ha'!. O Ni combinado
com o fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir), respondendo de forma quadratica
com o ponto maximo de 3,45 pmol min g™! proteina estimando na concentracdo 50,08 g de
Ni ha'na atividade da peroxidase (POD). Observou-se com os ajustes quadraticos, um
aumento na atividade da POD até o ponto maximo, seguido de uma diminui¢do

subsequente da enzima POD nos tratamentos testados.

Os resultados deste estudo mostram que o uso de Ni, e Ni em combinagdo com o

fungicida, apresentou um efeito significativo na atividade da enzima peroxidase (POD),
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com uma interagdo significativa entre os fatores, dose, tratamento e na interagdo dose e
tratamento, conforme indicado pela andlise estatistica (fatorial). Esses achados ressaltam a
importancia da concentragdo adequada de Ni, j4 que niveis excessivos podem afetar a
atividade da POD e, consequentemente, a capacidade da planta em se defender contra
patogenos como o fungo causador da FAS. Além disso, a interagdao entre Ni e fungicida
sugere que o uso combinado desses agentes pode ter um efeito diferente na atividade da
POD, em comparagdo com o uso isolado de Ni. Esses resultados sdo relevantes para a
compreensao da eficacia e seguranca do uso de Ni e fungicida como agentes de protecao

contra a FAS em plantas de soja.

A resposta do sistema antioxidante peroxidase (POD) ¢ frequentemente induzida
em situagdes de estresse, uma vez que esta enzima desempenha uma fun¢do crucial na
protecdo das células contra reagdes oxidativas em diferentes tipos de tecidos vegetais.

(MARAFON et al., 2009).

A exposicdo excessiva ao Ni afeta a atividade da enzima peroxidase (POD). Este
efeito afeta os processos fisiologicos da planta, causando alteragdes nas funcdes celulares
que estdo envolvidas em varios processos fisiologicos vegetais, como reagdes de oxidacao,
lignificacio da parede celular, oxidacdo de compostos fendlicos, ligacdes de
polissacarideos, cicatrizagdo de ferimentos, resposta a injirias mecanicas, biossintese de
etileno, desenvolvimento celular, integridade das membranas celulares e defesa contra

patogenos (MARAFON et al., 2009).

A enzima peroxidase (POD) ¢ uma enzima importante na defesa das plantas contra
patogenos, incluindo a ferrugem asidtica da soja (Phakopsora pachyrhizi) (KAUR et al.,
2022). A POD catalisa a conversao do perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio
molecular, evitando a formacao de espécies reativas de oxigénio que podem causar danos

aos tecidos vegetais (BHATTACHARIJEE, 2010).

Os estudos de Li et al. (2018) constataram que a aplicacao de Ni em plantas de arroz
aumentou a expressao de genes relacionados a defesa e levou a uma redugdo na severidade
da infeccao pelo fungo do brusone (Magnaporthe oryzae). Da mesma forma Li et al. (2019)
mostraram que a aplicacdo de Ni em plantas de trigo aumentou a atividade das enzimas
peroxidase e polifenol oxidase, que estdo envolvidas na resposta de defesa da planta, e

levou a uma reduc¢do na severidade causada pelo fungo da ferrugem do trigo (Puccinia
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triticina) indicando que as enzimas antioxidantes t€m um papel importante na indugdo de

resisténcia nas plantas.

Participando de uma ampla variedade de processos fisioldégicos em plantas, como a
lignificacdo, suberizacdo, formagdo e reticulacdo de componentes da parede celular,
catabolismo de auxinas, senescéncia e protecdo contra o taque de patogenos (HIRAGA et
al., 2001), a atividade da enzima POD ¢ regulada pela atividade da enzima SOD
(Superoxido Dismutase), uma vez que a POD depende do perdxido de hidrogénio

produzido pela SOD para atuar (BARREIROS et al., 2006).

Estudos tém mostrado que o uso de Ni pode aumentar a atividade da POD em
plantas de soja, contribuindo para a melhoria da resisténcia das plantas a ferrugem asiatica
(Phakopsora pachyrhizi) (EINHARDT et al., 2022). Além disso, a aplicacdo do fungicida
(azoxistrobina + benzovindiflupir) também pode elevar a atividade da POD, melhorando a

capacidade das plantas de lidar com o estresse causado FAS (WU e VON, 2001).

No entanto, ¢ importante destacar que essas descobertas podem variar em diferentes
condi¢des climaticas e ambientais, € que mais pesquisas sdo necessarias para confirmar os
efeitos especificos do uso de Ni, e do Ni associado ao fungicida (Azoxistrobina +
Benzovindiflupir) na atividade da enzima POD em plantas de soja infectadas com a

ferrugem asiatica FAS (WU e VON, 2001).

Os resultados da analise estatica em arranjo fatorial da enzima SOD, mostraram um
efeito significativo do fator, dose, fator tratamento e uma interagao significativa entre dose
e tratamento, sugerindo que a uso de Ni e/ou Ni associado com o fungicida, teve um
impacto na atividade da enzima superoxido dismutase (SOD). Esses resultados indicam
que as concentracdes de Ni utilizadas no estudo pode afetar a atividade da SOD, o que ¢
importante considerar ao avaliar o uso potencial de Ni como um agente de protecdo contra
a FAS. Além disso, a interagdo significativa entre dose e tratamento sugere que o uso
combinado de Ni e fungicida pode ter um efeito diferente na atividade da SOD em

comparagdo com o uso isolado de Ni.

A diminui¢ao da atividade da POD pode ser explicada pela fitoxicidade gerada pela
aplicacdo de concentragdes elevadas de Ni no estudo, com a exposicao excessiva ao Ni

afetando a atividade da SOD, e danificando a estrutura da enzima ou interferindo em sua
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regulagdo. Essa condi¢dao pode levar ao aumento na producao de espécies reativas de
oxigénio, resultando em danos as células e consequente reduciao no desempenho fisioldgico

das plantas (CHEN et al., 2009).

A enzima superdxido dismutase - SOD ¢ amplamente encontrada em organismos
aerdbicos e em subcompartimentos celulares suscetiveis a um aumento da oxidacao
causado por estresse biotico ou abiotico (PAULA et al., 2021). E considerada uma das mais
eficazes enzimas antioxidantes intracelulares. A superoxido dismutase desempenha um
papel crucial como a primeira linha de defesa contra os efeitos toxicos de altos niveis de

espécies reativas de oxigénio (GILL e TUTEJA, 2010).

A SOD catalisa a conversdo do superdxido, um dos principais radicais livres
produzidos durante o processo de respiragdo celular, em peroxido de hidrogénio e oxigénio
molecular (MITTLER, 2002). Além disso, a SOD também inibe a formagdo de espécies
reativas de oxigénio, que sdo responsdveis por causar danos aos tecidos vegetais

(DOMICIANO et al., 2015).

Em estudo publicado por Wu e Vont (2001), foi verificado que a aplicagdo do
fungicida aumentou significativamente a atividade da enzima SOD em plantas de soja
infectadas com a ferrugem asidtica. Os autores sugerem que a atividade aumentada da SOD
pode ser uma das vias pelas quais o fungicida azoxistrobina protege as plantas contra a

ataques fungicos.

Em contraste, em outro estudo publicado por Liu et al. (2021), observou-se que a
aplicacao do fungicida difenoconazol afetou negativamente a atividade da enzima (SOD)
em plantas de trigo (7riticum aestivum L.). De acordo com os resultados do estudo, o uso
do fungicida causou estresse oxidativo nas plantas, o que resultou na redugao da biossintese
e das fungdes da clorofila e, por fim, inibiu o crescimento e o desenvolvimento das plantas

de trigo.

A aplicagio de Ni quando associado ao fungicida (Azoxistrobina +
Benzovindiflupir) pode ter um efeito significativo na atividade da enzima SOD na defesa
das plantas de soja contra a ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi). De acordo com

estudos recentes, o Ni pode aumentar a atividade da SOD, melhorando a capacidade das
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plantas de combater o estresse oxidativo causado pelo ataque fungico (BARCELOS et al.,

2018).

A aplicagao de Ni, e Ni associado ao fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir)
podem ser uma estratégia eficaz para aumentar a atividade da enzima SOD e melhorar a
capacidade de defesa das plantas de soja contra a ferrugem asiatica (LI et al., 2018). No
entanto, ainda ndo ¢ possivel compreender plenamente os efeitos do Ni associado ao
fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir) nas atividades das enzimas SOD, POD e

CAT e na sanidade das plantas de soja.

Além disso, as concentragdes especificas desses compostos e seus efeitos na
atividade das enzimas em diferentes genotipos de soja precisam ser consideradas. Outros
fatores, como as condi¢des climaticas e a presenca de patogenos, também podem afetar a

atividade das enzimas em plantas de soja.

Conforme apresentado na Figura 8 (D), as proteinas totais dos trifélios de soja
(PROT), com a aplicag¢do de Ni apresentaram um ajuste quadratico com o ponto maximo
de PROT de 1,09 mg g! proteina por MF, estimado na concentracio de 66,68 g de Ni ha-
1. Com a aplicagdao do Ni, associado ao fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir) a
proteinas totais dos trifélios de soja com ajuste quadratico PROT — 1, mg g™! proteina por
MF, estimado na concentragio 76,16 g de Ni ha'!. Observou-se um ajuste quadratico,
indicando um aumento na PROT até o ponto maximo, seguido de uma tendéncia a

diminuicdo das proteinas totais dos trifolios de soja.

Os resultados apresentados na pesquisa apontaram que houve um efeito
significativo do fator, dose, fator tratamento e uma interacdo significativa entre dose e
tratamento (analise estatistica em arranjo fatorial), o que indica que o uso de Ni, e Ni
associado ao fungicida, teve um impacto no teor das proteinas totais dos trifélios de soja
(PROT). Esses achados sugerem que as diferentes concentragdes de Ni utilizadas no
experimento podem influenciar a PROT, o que deve ser considerado ao avaliar o potencial
uso de Ni como um agente de prote¢do contra a FAS. Além disso, a interagdo significativa
entre dose e tratamento sugere que a combinacdo do Ni com o fungicida pode ter um efeito

diferenciado na PROT quando comparado com a utilizag¢do isolada do Ni.
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Proteinas sao compostas de cadeias de aminoacidos e sdo consideradas as
macromoléculas biologicas mais abundantes na natureza. Encontradas em grande
quantidade em uma unica célula e sdo por ela produzidas. As proteinas tém a capacidade
de gerar diversos produtos, como enzimas, hormonios e transportadores de moléculas

(SOARES e MACHADO, 2007).

Apresentam fungdes estruturais e dindmicas e participam em diversas reagdes
bioquimicas com os catalisadores enzimaticos (ARANTES, 2008). Além disso, as
proteinas também desempenham fungdes regulatorias tanto dentro quanto fora da célula,
transmitindo informagdes para os componentes celulares e gerando forgas mecanicas e
eletroquimicas (VOET et al., 2008). Os aminoacidos sdo precursores de muitos metabolitos
de plantas que estdo relacionados a defesa vegetal. Eles sdo relevantes para as respostas

locais e sistémicas contra-ataques patogénicos nas plantas (ZHOU et al., 2015).

Na Tabela 1, GL apresentou uma correlagdo negativa forte com SPADI1. O indice
SPAD baixo pode afetar negativamente o nimero de GL em plantas de soja (LAVRES, et
al., 2016). Uma planta com um indice SPAD baixo pode ter uma menor concentracao de
clorofila, o que resulta em taxas reduzidas de fotossintese nas plantas de soja (WANG et

al., 2021).

O numero de grao por legumes (GL) apresentou correlagdes fortes com 1000G e
PROD. A quantidade de graos por planta tem um efeito significativo na massa de mil graos
e, consequentemente, na produtividade. A presenca de uma maior quantidade de graos
resulta em uma maior concentra¢ao de fotoassimilados em um niimero mais limitado de
graos, o que diminui a competicao por nutrientes e, por conseguinte, aumenta a massa de
mil graos. Os resultados obtidos por Cruz et al. (2016) afirmam que o aumento da massa
de mil grios leva a um incremento na produtividade decorrente da menor competi¢ao por

fotoassimilados.

Como a soja apresenta exigéncia de nitrogénio (N), para eficiéncia do processo de
fixacdo biologica de nitrogénio, o Ni exerce fun¢do direta no metabolismo do N,
contribuindo de forma efetiva na expressao génica, ativando enzimas e proteinas, causando

uma diferenciacao das células (HERRIDGE e ROSE, 2000).
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A SEV apresentou uma correlagao extremamente forte com a AACPD e correlagao
forte negativa com a PROD, embora a severidade da doenca tenha sido baixa, nos
diferentes estadios fenologicos da planta. Quando a severidade alcangou niveis maiores
houve um aumento da AACPD em resposta ao ataque da FAS, ocorreu uma resposta
fisiologica da planta em que a demanda de fotoassimilados ¢ elevada para formagdo de

legumes e graos e afetando a PROD (GAUNT, 1995).

A SEV e a ACPD apresentaram uma correlagao extremamente forte com a CEL.
Isso se deva ao aumento da resposta de defesa celular das plantas contra o fungo da FAS,
aumentando a producao de celulose, que forma uma barreira fisica, impedindo a
penetracdo do fungo, reduzindo a severidade da doenga e a AACPD (MONAIM et al.,
2012).

A massa de 1000G apresentou uma correlagdo forte com a HEM. Com o aumento
nos teores de HEM em resposta ao ataque do fungo da FAS, teve uma maior quantidade de
HEM livre. A HEM junto com o amido, sd3o os principais carboidratos do grao de soja,
sendo considerado um componente importante do endosperna, esses fatores influenciaram
no desenvolvimento dos graos de soja e consequentemente na massa de 1000G (MONAIM

etal., 2012).

A CAT apresentou uma corre¢do forte com a POD, a enzima CAT e POD sao
essenciais para a sanidade das plantas, pois sua fun¢do ¢ degradar o peroxido de hidrogénio
(H202), mantendo niveis seguros desse composto na célula. O HO, ¢ produzido
naturalmente pelas células vegetais em resposta a estresses ambientais e patdgenos, e sua
acumulagdo pode ser toxica para a planta. Dessa forma, a CAT e a SOD sao cruciais para

garantir a integridade e a satde da planta (FIALHO, 2008).

A PROD apresentou correlagdes fortes com a CEL e LIG, esses compostos
encontrados nas paredes celulares das plantas, ndo estdo diretamente relacionados a
produtividade de soja, porém como visto neste estudo o uso do Ni e do Ni associado ao
fungicida aumentaram os teores de celulose e lignina indicando que houve ativagdo de

mecanismo de defesa vegetal, e elevando a produtividade.



49

A CEL e a LIG, apresentaram uma correlagdo forte entre si, esta correlagdo ¢ uma
resposta, onde as plantas podem produzir diferentes mecanismos para combater o ataque

causado pelo fungo: acumulagio de calose e lignina (HEMATY et al., 2009).

O N apresentou correlagdes fortes com a CEL e LIG. O teor de N nos trifélios de
soja pode ter um impacto significativo na producdo de CEL, LIG, que sdo responsaveis
pelas modificagdes que ocorrem na parede celular em resposta aos estimulos abidticos (N)

e bidticos ataques de patdgenos na planta patogenos (MONAIM et al., 2012).

O N apresentou correlagdes fortes com a PROD, visto que a soja apresenta
exigéncia de nitrogénio (N), para eficiéncia do processo de fixa¢do bioldgica de nitrogénio,
contribuindo de forma efetiva na produtividade, ativando enzimas e proteinas, causando

uma diferenciagio das células (LINDSTROM, e MOUSASI, 2020; WANG et al., 2021).

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, ¢ possivel verificar que o Ni tem
efeito toxico e de ativagdo de respostas da planta contra o fungo P. pachyrhizi, como
descrito anteriormente nds trabalhos de Mishra e Kar (1974) e Gerendas et al., (1999).
Entretanto, o efeito do Ni de toxidade e de ativagdo das defesas da soja do Ni sobre os
esporos de fungos ainda ndo foi bem compreendido, sendo necessarias novas pesquisas
para avaliar como o Ni atua na fisiologia e no metabolismo das plantas sobre os esporos de

fungos fitopatogénicos.
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Tabela 1- Legenda: Correlacdo de Pearson parametros avaliados nesse estudo, significativo a 5%* e 1%** de probabilidade de erro (p < 0,05): AP — Altura de Planta; GL
— Grios por Legume; SEV — Severidade; AACPD — Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga; SPAD1 — Primeiro Indice SPAD1 (Soil Plant Analysis Development);
SPAD2 Segundo Indice SPAD (Soil Plant Analysis Development); 1000G- Massa de mil grios corrigida; PROD- Produtividade toneladas por hectare t/ ha'; CEL —
Celulose de trifolios (g kg™'); HEM — Hemicelulose de trifolios (g kg™'); LIG — Lignina de triflios (g kg!); CAT - catalase (nmol min/mg prot); POD - peroxidase (umol
min/ mg prot); SOD — superdxido dismutase (U/mg prot); N — nitrogénio de trifolios (g kg™); Proteinas totais (PROT/mg de proteina por g de MF ~ ).

AP GL SEV AACPD SPAD1 SPAD2 1000G PROD CEL HEM LIG CAT POD SOD N PROT
AP
GL 0.37
SEV -0.53 -0.61
AACPD  -0.56 -0.57 1.00**
SPAD1 -0.13  -0.77** 0.65 0.60
SPAD2 -0.19 0.25 -0.25 -0.26 -0.13
1000G 0.22 0.75** -0.14 -0.12 -0.55 -0.19
PROD 0.65 0.81**  -0.70** -0.67 -0.68 -0.17 0.65
CEL 0.49 0.52 -0.85* -0.83** -0.68 0.09 002 0.71**
HEMI -0.01 0.44 0.16 0.18 -0.32 -0.25 0.90**  0.35 -0.35
LIG 0.60 0.49 -0.54 -0.52 -0.68 -0.36 037 0.86** 0.77** 011
CAT 0.16 -0.12 -0.17 -0.20 0.39 0.45 -039 -032 -005 -045 -043
POD 0.42 0.24 -0.20 -0.22 0.10 0.19 0.16 0.12 -001 009 -001 O0.71**
SOD 0.82** 0.39 -0.39 -0.40 -0.18 0.01 0.13 0.55 051 -0.09 059 0.20 0.55
N 0.62 0.64 -0.62 -0.60 -0.62 -0.27 046  0.89*~ 081** 014 096*> -029 013 0.60

PROT -0.24 0.09 0.06 0.04 0.24 0.60 0.06 -036  -049 020 -0.62 0.52 041 -0.24 -0.60
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4. CONCLUSOES

A utilizacdo de Ni aumentou linearmente os teores de CEL, HEM e lignina,

diminuindo a severidade e a AACPD.

A aplicagio de Ni foliar na concentragio de 60 g ha™! resultou em menor 4rea foliar
lesionada, pela ferrugem asiatica da soja e menor AACPD em soja. A concentragao de 60
g ha’! proporcionou ainda as atividades maximas das enzimas CAT, SOD, POD e da
PROT. Essas enzimas sdo reguladas pelo Ni e tem um importante papel fisioldgico na

reducdo da severidade da ferrugem na soja.

Nao houve efeito significativo do uso do Ni e Ni associado com o fungicida
(Azoxistrobina + Benzovindiflupir) nas variaveis agrondmicas, produtividade e indice

SPAD (1 e 2).
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CAPITULO 11

SELENIO E SUA ASSOCIACAO AO FUNGICIDA (AZOXISTROBINA +
BENZOVINDIFLUPIR) NO CONTROLE DA FERRUGEM ASIATICA
(Phakopsora pachyrhizi) E SEUS EFEITOS BIOQUIMICOS NA CULTURA DA
SOJA

RESUMO: O selénio ¢ um micronutriente que precisa ser estudado como indutor de
resisténcia na ativagdo de mecanismos de defesa contra ferrugem asiatica. O objetivo
desse estudo foi verificar o efeito do Se, e do Se com associacdo com fungicida
(Azoxistrobina + Benzovindiflupir) no controle do fungo P. pachyrhizi e seus efeitos
bioquimicos, € componentes agronomicos e produtividade na cultura da soja, na Fazenda
Experimental da Faculdade de Ciéncias Agrarias (FAECA) da Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD), em Dourados-MS. O ensaio foi conduzido em DBC-
delineamento de blocos ao acaso, em arranjo fatorial 6x2, seis concentracdes de Se, com
e sem associacdo de fungicida e 4 repeti¢des, sendo as concentragdes de Se (0; 10; 20;
30; 40 e 50 g ha!) utilizando Selenito de sédio (Na2SeOs), e com a concentragdo de 200
g ha! do fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir) aplicados durante estagio
fenologico R1 da soja. Foram avaliados: A severidade da doenga (SEV), area abaixo da
curva de progresso da doenga (AACPD), massa de mil graos (1000G), produtividade por
hectare (PROD), nitrogénio de trifélios de soja (N), altura de plantas (AP), graos por
legumes (GL), indice SPAD - 1 e 2, celulose (CEL), hemicelulose (HEM), lignina de
trifolios de soja (LIG), catalase (CAT), peroxidase (POD), superdxido dismutase (SOD)
e proteinas totais dos trifolios de soja (PROT). O Se associado ao fungicida apresentou
redu¢do de 78,26% nos indices de severidade e consequentemente da AACPD em
comparagcdo com o Se isolado. Para a massa de 1000G, ndo apresentou diferencas
significativas para os fatores, dose, bloco e a interacdo entre dose e tratamento do Se,
i1solado e do Se associado com fungicida. No entanto, o fator tratamento foi significativo
de acordo com o teste de Fisher (LSD) com um nivel de significancia de 5%. Para a
variavel N e GL, o fator dose, tratamento, bloco e a interacao entre dose e tratamento do
Se, isolado e do Se associado com o fungicida, ndo evidenciaram diferencas
estatisticamente significativas. A AP e o SPAD-1 apresentaram ajustes lineares negativos
em relacdo a aplicacdo do selénio, tanto isoladamente quanto em conjunto com o
fungicida. Os tratamentos de Se, e Se associado ao fungicida, levou a um aumento nos
teores de celulose (CEL) e hemicelulose (HEM), nos trifélios de soja, respondendo com
ajuste linear aos tratamentos. Entretanto para a lignina os resultados nao foram
significativos, conforme a andlise estatistica em arranjado fatorial. As enzimas CAT,
POD, SOD e a PROT, apresaram ajuste quadraticos para o tratamento Se, € Se combinado
com o fungicida, indicando um aumento até o ponto maximo, seguido de uma tendéncia
a reducdo nos trifolios de soja, podendo ser causada pelo efeito de toxidez do Se.

PALAVRAS-CHAVE: Doencas fungicas, elicitor, enzimas antioxidantes,
micronutrientes.
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SELENIUM AND ITS ASSOCIATION TO THE FUNGICIDE (AZOXYSTROBIN
+ BENZOVINDIFLUPIR) IN THE CONTROL OF ASIAN RUST (Phakopsora
pachyrhizi) AND ITS BIOCHEMICAL EFFECTS IN SOYBEAN CROP

ABSTRACT: Selenium is a micronutrient that needs to be studied as a resistance inducer
in the activation of defense mechanisms against Asian rust. The objective of this study
was to verify the effect of Se, and of Se associated with a fungicide (Azoxystrobin +
Benzovindiflupir) in the control of the fungus P. pachyrhizi and its biochemical effects,
and agronomic components and productivity in the soybean crop, at the Experimental
Farm of Faculdade of Agricultural Sciences (FAECA) of the Federal University of Grande
Dourados (UFGD), in Dourados-MS. The assay was conducted in DBC-randomized
block design, in a 6x2 factorial arrangement, 12 treatments with and without fungicide
association and 4 replications, with Se concentrations (0; 10; 20; 30; 40 and 50 g ha- 1)
using sodium selenite (Na2Se0O3), and with a concentration of 200 g ha-1 of the fungicide
(Azoxystrobin + Benzovindiflupir) applied during the soybean phenological stage R1.
The following were evaluated: disease severity (SEV), area under the disease progress
curve (AUDPC), thousand grain mass (1000G), productivity per hectare (PROD),
soybean trefoil nitrogen (N), plant height (AP), Grain per Leg (GL), SPAD Index - 1 and
2, Cellulose (CEL), Hemicellulose (HEM), Soybean Trefoil Lignin (LIG), Catalase
(CAT), peroxidase (POD), superoxide dismutase (SOD) and total soybean protein
(PROT). Se associated with fungicide showed a reduction in severity indices and,
consequently, in AUDPC compared to Se alone. For the mass of 1000G, there were no
significant differences for the factors, dose, block and the interaction between dose and
treatment of Se, isolated and of Se associated with fungicide (Azoxystrobin +
Benzovindiflupir). However, the treatment factor was significant according to Fisher's
test (LSD) with a significance level of 5%. For the variable N and GL, the factor dose,
treatment, block and the interaction between dose and treatment of Se, isolated and of Se
associated with the fungicide, did not show statistically significant differences. AP and
SPAD-1 showed negative linear adjustments in relation to the application of selenium,
both alone and together with the fungicide . The Se treatments, and Se associated with the
fungicide, led to an increase in the cellulose (CEL) and hemicellulose (HEM) contents in
soybean trefoils, responding with a linear adjustment to the treatments. However, for
lignin, the results were not significant, according to the statistical analysis in a factorial
arrangement. The CAT, POD, SOD and PROT enzymes showed a quadratic adjustment
for the Se, and Se treatment combined with the fungicide, indicating an increase to the
maximum point, followed by a tendency to increase in soybean trefoils, possibly be
caused by the toxic effect of Se.

KEYWORDS: Fungals diseases, elicitors, antioxidative enzymes, micronutrients.
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1. INTRODUCAO

A cultura da soja (Glycine max [L.] Merrill) destaca-se no Brasil por ser a principal
cultura agricola em extensao de area cultivada e em producdo (RAETANO et al., 2022).
Entretanto, a ocorréncia de doencgas, como a ferrugem asiatica da soja (FAS), tem causado
preocupacao aos produtores e pesquisadores e levado a busca de alternativas, ao uso de
fungicidas quimicos, menos prejudiciais a0 meio ambiente e que reduzam o risco de

resisténcia dos patogenos (ONS et al., 2020).

A FAS, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd ¢ uma das
principais doencas que ocorrem na cultura da soja, pode causar grandes prejuizos nas
areas atingidas e em condicdes favordveis ao seu crescimento e desenvolvimento, pode

se disseminar rapidamente, devido a sua alta agressividade (MEIRA et al., 2020).

Os fungicidas pertencentes aos grupos “triazdis”, “estrobilurinas” e
“carboxamidas” t€ém mostrado um menor efeito contra o fungo Phakopsora pachyrhizi,
mostrando populagdes menos sensiveis a esses grupos de fungicidas (BRASIL, 2022).
Aplicagdes sucessivas destes grupos (“triazois”, “estrobilurinas” e “carboxamidas”) de
fungicidas, aumentaram a pressdo de sele¢@o para a resisténcia, causando resisténcia do

fungo, acelerando o processo de selecao de populagdes resistentes, dificultando o manejo

da doenca (MACHADO et al., 2021).

Uma possibilidade para o controle da ferrugem asiatica da soja, que necessita ser
estudada, ¢ o uso do selénio (Se) como indutor de resisténcia na ativagdo de mecanismos
de defesa contra o fungo P. pachyrhizi, associado ou ndo com fungicidas no controle da
ferrugem asiatica. De acordo com alguns estudos realizados por pesquisadores, Xu et al.
(2020) encontraram que a aplicacdo de Se na dose 0,5 mg/kg Se via solo, melhorou a
resisténcia da colza, contra o fungo S. sclerotiorum e Joshi et al., (2019) verificaram que
concentracdes de 50 e 100 ppm de Se foram capazes de inibir a infec¢do de

Colletotrichum capsici e Alternaria solani em folhas de pimentdo e tomate.

As pesquisas, em geral, sobre Se, atribuem a ele diferentes fungdes, levando em

condi¢do a espécie vegetal estudada, método de aplicacao, como, antioxidante putativo,
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elemento quimico essencial, micronutriente e indutor de resisténcia (GOLOB et al.,

2017).

Por ndo ser um elemento considerado essencial para as plantas, normalmente nao
ha suplementacdo usando selénio nas plantas. A utilizacdo desse micronutriente pode
influenciar o crescimento das plantas, por meio do aumento da absor¢ao de nutrientes,
clorofila e consequentemente na fotossintese, além de influenciar na sintese enzimatica

do sistema antioxidantes das plantas (XU, et al., 2020).

Com o aumento da produgdo de soja e sua importancia no mercado nacional e
internacional, ha uma busca crescente por alternativas que reduzam o efeito da FAS sobre
o seu rendimento, sem prejudicar o meio ambiente, e reduzindo o risco de contaminagao

por produtos quimicos do solo e dos leitos de agua (CHAUHAN et al., 2017).

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito se no controle da FAS, bem
como os seus efeitos nos componentes agrondmicos, bioquimicos e na produtividade da

cultura da soja.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Caracterizaciao da area experimental

O ensaio foi conduzido de 14 de outubro de 2020 a 28 de fevereiro de 2021, na
Fazenda Experimental da Faculdade de Ciéncias Agrarias (FAECA) da Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD), no municipio de Dourados-MS. O local situa-se
sobre a latitude 22° 14’ S e longitude 54°49° W e 452 m de altitude. O solo foi classificado
como Latossolo Vermelho Distroférrico, segundo o Sistema Brasileiro de Classificagao
do Solo (EMBRAPA, 2013). Conforme a classificagdo de Kdppen, o clima da regido ¢

classificado como temperado imido com inverno seco e verao quente (Cwa).

O ensaio foi conduzido em sistema de plantio direto, sobre os restos culturas do
milho, utilizando 300 kg de 0-20-20 (N-P-K) de adubo. As sementes foram tratadas
previamente com piraclostrobina + tiofanato metilico + fipronil, sendo efetuada

inoculagdo a base de turfa com bactérias Bradyrhizobium japonicum.
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A semeadura foi realizada utilizando uma semeadora-adubadora da marca Jumil,
adequada para plantio direto, visando um stand de plantas de 340.000 ha-1. Foi utilizada
a cultivar Monsoy 6410 IPRO e as unidades experimentais foram compostas por seis
linhas de semeadura de soja, com espagamento de 0,45 m e 6 metros de comprimento
(16,2 m?). Para as avaliacdes, foram consideradas as duas linhas centrais, descartando-se

0,5 metro de cada extremidade da unidade experimental.

O Se sem e com associagdo ao fungicida, foram diluidos em &agua limpa e
aplicados com auxilio de um pulverizador costal pressurizado por CO», acoplado a uma
barra de pulverizagdo com 2 m de largura 1til e quatro pontas do tipo jato plano (XR
110.02). As caracteristicas climaticas da area utilizada, durante o periodo do ensaio

podem ser observadas na Figura 1.
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Figura 1. Precipitagdo pluviométrica acumulada (mm) e temperaturas maxima (TM),
média (T) e minima (Tm), em °C, registradas durante o cultivo da soja 2020/2021, em
Dourados, MS. Fonte: EMBRAPA (2021).

2.2. Delineamento experimental e tratamentos

O ensaio foi conduzido em DBC - delineamento de blocos ao acaso, em esquema
fatorial 6x2 com 12 tratamentos com Selénio (Se), de forma isolada e associado ao

fungicida, sendo as concentragdes de Se (0; 10; 20; 30; 40 e 50 g ha™!) utilizando selenito



65

de sédio (Na2SeO3), e com a concentracio de 200 g ha! do fungicida (Azoxistrobina +
Benzovindiflupir) marca comercial ELATUS®, aplicados durante estagio fenologico R1

da soja.

2.3. Variaveis Analisadas
O indice de clorofila

O indice foi quantificado por meio do SPAD (Soil Plant Analysis Development)
no foliolo central do terceiro trifélio totalmente aberto do apice para a base da planta
(YOKOYAMA et al., 2018) em avaliagdes realizadas aos 21 (SPAD1) e 35 (SPAD?2) dias
apos os tratamentos. Utilizou-se trés folhas do é4pice para a base de 10 plantas por

tratamento, evitando as nervuras.
A avaliacao de severidade

Para avaliagdo de severidade (SEV) da ferrugem asiatica, foram realizadas seis
coletas semanais de 20 foliolos de cada parcela do terco médio e inferior. As amostragens
iniciaram-se aos 14 dias apds a aplicacao. Posteriormente, determinou-se a area foliar
lesionada pelo patdgeno. A severidade de ferrugem asiatica, expressa pela area foliar
lesionada, foi estimada utilizando-se escala diagramatica de Godoy et al. (2006),

mostrada na Figura 2.

0,6 % 2,0 % 7,0 % 18,0%

Figura 2. Escala diagramatica para avaliagdo da severidade da ferrugem asiatica da soja
(GODOY et al., 2006).

Area da curva de progresso de doenca

Os valores de severidade média de cada parcela foram utilizados para o célculo

da area abaixo da curva de progresso da doenga, a AACPD, (CAMPBELL e MADDEN,
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1990). AACPD foi calculada pela formula: AACPD = iXn-1[(xi + xi+1)] /2 (ti+1 — ti),
onde n é o numero de avaliagdes, x € a severidade da doenga ¢ (ti+1 — ti) é o intervalo de
tempo entre duas avaliagdes consecutivas. O valor da AACPD sintetiza todas as

avaliacOes de severidade da doenga em um tnico valor.

Componentes agronémicos e produtividade da soja

Foram avaliadas o nimero de grao por legumes (GL) e a altura da planta (AP),
dada pela distancia do colo da planta até a extremidade da haste principal em cm, sendo
utilizadas dez plantas aleatoriamente por unidade experimental para todas as variaveis no

estadio fenologico R8 (PADILHA, 2021).

Apods a colheita manual das plantas localizadas, no estddio fenoldgico R8, as
plantas foram trilhadas e os grios peneirados para a retirada de impurezas.
Posteriormente, os graos foram pesados em balanga digital. Foi estimado a massa de mil
graos (1000G) foi estimada pela pesagem de oito amostras contendo 100 sementes de
cada unidade experimental e fazendo a média das amostras e realizando a correciao da
umidade para 13% RAS (BRASIL, 2009). Apos a afericdo da massa e determinacdo de
umidade foi obtida a produtividade e convertida em toneladas por hectare (PROD)

(MATTEI et al., 2020).

Analises Laboratoriais

As andlises foram processadas no Laboratorio de Microbiologia Agricola e
Fitopatologia e as analises bioquimicas foram realizadas no laboratorio de Zootecnia
Geral e para as analises de determinagado de lignina, celulose e hemicelulose utilizou-se o
laboratorio de Forragicultura Geral na Unidade II da Universidade Federal da Grande

Dourados (UFGD), localizada no municipio de Dourados — MS.

Coleta do material

Uma coleta de trifolios de soja foi realizada aos 12 dias apos a aplicagdo dos
tratamentos, no estddio R2, sendo coletado o primeiro trifolio totalmente expandido de
15 plantas de cada unidade experimental, que foram condicionados em nitrogénio liquido,

e utilizados para quantificacdo do conteudo de catalase (CAT), superdxido dismutase



67

(SOD), peroxidase (POD) e proteinas totais dos trifélios de soja (PROT). Esses materiais
foram macerados em N liquido e armazenados em freezer até serem processadas as

analises.
Catalase (CAT)

A atividade da enzima catalase (CAT) foi avaliada por meio da analise da
degradacao de peroxido de hidrogénio (H203), utilizando o método descrito por Azevedo
et al. (1998). Para realizar a andlise, adicionou-se 1 mL de tampao fosfato de potassio
(100 mM, pH 7,5) e 2 uL. de H20> (30%) em cada tubo de ensaio. Em seguida, adicionou-
se 150 pL de extrato de proteina e os tubos foram imediatamente misturados por vortex.
A atividade enzimatica foi medida pela quantificagdo da decomposicao de H>O, em um
intervalo de tempo de 2 minutos, utilizando um espectrofotdmetro com o comprimento

de onda de 240 nm, a 25 °C. Os resultados foram expressos em uM min' mg™! de proteina.
Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) foi avaliada conforme o
método descrito por Giannopolitis e Ries (1977). Para realizar o teste, 50 uL da amostra
foram adicionados a uma mistura contendo 5 mL de tampao fosfato de sodio (50 mmol/L,
pH 7,8), metionina (13 mmol/L), NBT (75 mmol/L), EDTA (0,1 mmol/L) e riboflavina
(2 umol/L). Os tubos de ensaio foram colocados dentro de uma camara de reagao (caixa)
e submetidos a ilumina¢do de uma ldmpada fluorescente de 15 W a 25 °C, por um periodo
de 15 minutos. Durante esse tempo, ocorreu a formac¢do do composto formazano azul
produzido pela fotorreacdo do NBT. Para cada amostra, também foram preparados tubos
de ensaio contendo a mesma mistura, porém cobertos com papel aluminio para evitar a
exposicao a luz, e esses tubos foram utilizados como controles. Apds os 15 minutos, as
amostras foram homogeneizadas por vortex e as leituras foram realizadas em um

espectrofotdmetro a 560 nm. Os resultados foram expressos como proteina U SOD mg™'.
Peroxidase (POD)

O meétodo utilizado para determinar a atividade da enzima peroxidase (POD) nos
tecidos foliares da soja foi o descrito por Reis et al. (2014). Ap6s o processo de extracao

enzimatica dos tecidos foliares, foram retiradas aliquotas de 0,5 mL dos extratos teciduais
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e adicionadas a 0,5 mL de tampao fosfato de potéssio 0,2 M (pH 6,7), 0,5 mL de H>0O>
(peréxido de hidrogénio) e 0,5 mL de aminoantipirina. Os tubos de ensaio foram
colocados em banho-maria a 30 °C por 5 minutos e, apos a incubagao, 2 mL de etanol
foram adicionados para interromper a reagao. As amostras foram resfriadas a temperatura
ambiente, agitadas em vortex e lidas em um espectrofotdmetro com comprimento de onda
de 505 nm. Como controle, o extrato enzimatico foi substituido por tampao fosfato de
potassio 0,2 M (pH 6,7). A atividade enzimatica total foi expressa em pumol de H>O> min-

1 mg™! de proteina.
Proteinas totais dos trifélios de soja

A concentragdo de proteinas soluveis totais foi determinada pelo método de
Bradford (1976), utilizando BSA (albumina de soro bovino) como padrao. 100 pL da
aliquota da amostra e 5 mL do reagente de Bradford pré-preparado foram pipetados em
tubos de ensaio. A absorbancia foi medida a 595 nm usando um espectrofotometro, e os
resultados foram expressos em mg g’ de proteina MF. Os valores de proteina foram

utilizados para calcular as concentragdes de enzimas antioxidantes.
Determinacao de Lignina, Celulose e Hemicelulose

Ap0s a colheita dos trifélios de soja no estadio R2, doze dias apos a aplicacao dos
tratamentos, foi coletado o primeiro trifélio recém expandido de 15 plantas de cada
unidade experimental. As amostras foram homogeneizadas e levadas para pré-secagem
em estufa de ventilagdo forcada a 55° C por 72h e apos este periodo foram moidas em
moinho do tipo Willey a I mm, em triplicada, para determina¢do dos teores de nitrogénio,

lignina, hemicelulose e celulose.

Foi empregado o método de autoclavagem descrito por Detmann et al. (2012) para
analise dos residuos de FDN ou FDA. Os sacos de amostra foram confeccionados com
TNT (tecido ndo tecido), medindo 5x4 cm, secos em estufa a 105°C por 3 horas, e
identificados com lapis. Cada saco foi preenchido com 0,5 g de amostra e selado. Em
seguida, os sacos foram colocados em potes de plastico com capacidade de 80 mL,
contendo 50 mL de solucao, e submetidos a autoclavagem a 105°C e 0,5 ATM por 1 hora.
Apos o processo de autoclavagem, os sacos contendo os residuos foram lavados trés vezes

com agua destilada aquecida e, posteriormente, lavados com acetona em béquer por duas
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vezes. Os sacos foram secos em estufa a 105°C por 3 horas, colocados em dessecador até
esfriar e, em seguida, pesados para obtencao dos respectivos pesos dos residuos de FDN

ou FDA.

Considerou-se a relagdo entre a amostra e a solugdo recomendada pelo método
original de Van Soest (1963) e Van Soest ¢ Wine (1967) para a obtencdao da Fibra em
Detergente Neutro (FDN) ou Fibra em Detergente Acido (FDA) em cada 1,0g de amostra,
utilizando 100mL de solugdo. Os calculos para determinar a quantidade de fibra (FDN ou
FDA) presente na amostra seca ao ar (ASA) foram realizados utilizando a formula

adequada.

FDN ou FDA (% na ASA) = (P2 - P3) x 100/ P1
Onde:
P1 = peso da amostra, em g;
P2 = peso da tara + residuo, em g;
P3 =peso da tara, em g.
OBS: tara = cadinho filtrante ou saco de TNT.

Em seguida, a % de FDN ou FDA na ASA foram corrigida para matéria seca (MS),

segundo a férmula:

FDN ou FDA (% na MS) = (%F + %ASE) x 100
Onde:

% F = percentual de fibra, FDN ou FDA, na ASA;
%ASE = percentual de amostra seca em estufa.
Onde:

% F = percentual de fibra, FDN ou FDA, na ASA;

% ASE = percentual de amostra seca em estufa.

Os teores de hemicelulose, foram calculados pela diferenca entre o FDN e FDA
(Hemicelulose = FDN — FDA) e a celulose foram determinados pela diferenca entre a
fibra em detergente acido (FDA) e lignina (Celulose = FDA — Lignina) (VAN SOEST,
1963).
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O teor de lignina foi determinado pelo método sequencial, onde as amostras foram
previamente tratadas com soluc¢ao de detergente neutro (FDN) e posteriormente em fibra
em detergente acido (FDA), que ap6s foi submetida a digestdo com solu¢ao concentrada
de acido sulfurico a 72%, por 3 horas, foram lavados e secos em estufa e por diferenca de

peso obteve-se o teor final de lignina (VAN
SOEST, 1963).
Determinacao de Nitrogénio

Os teores de nitrogénio foram determinados pelo método de Kjeldahl. As amostras
foram pesadas e colocadas em tudo de digestdo, contendo 5 ml de &cido sulfurico e
mistura catalizadora (sulfato de potéssio e sulfato de cobre). As amostras foram digeridas
por digestdo sulflrica e posteriormente o material foi destilado pelo método de arraste e
titulado com solucdo de acido cloridrico (AOAC, 2016).

2.4 Analise Estatistica

Os dados coletados foram submetidos aos testes de normalidade e
homoscedasticidade e anélise de variancia pelo teste F, com nivel de significancia de 5%
de probabilidade. Quando significativas, foi realizada andlise de regressio e
probabilidade do Se sem e com associagdo com o fungicida. Foi realizada a anélise de
correlagdo de Pearson entre as varidveis a 5% de probabilidade. Utilizando os softwares

R (R CORE TEAM, 2020), Rbio (BHERING, 2017).
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A cultura da soja foi semeada no més de outubro de 2020, dentro do periodo
recomendado para a cultivar. No entanto, no periodo da safra de soja do ano 2020/2021
houve uma baixa precipitagdo pluvial, ndo apresentado ambiente adequado para o
desenvolvimento da ferrugem asiatica na regido, durante o periodo experimental. O
primeiro foco da doenga no estado ocorreu somente em 26/01/2021 (CONSORCIO
ANTIFERRUGEM, 2023). Isso sugere uma baixa quantidade inicial de indculo no
campo. Observando o ano da safra anterior (2019/2020), o primeiro foco de doenca

encontrado no municipio de Dourados - MS foi no dia 09/01/2020, com uma diferenca
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de dezessete dias em relagdo ao periodo 26/01/2021 (CONSORCIO ANTIFERRUGEM,
2023).

A FAS pode infectar a cultura a partir dos estadios iniciais de desenvolvimento da
planta, desde que encontre condi¢cdes ambientais favoraveis (ALVES, 2016). As
temperaturas durante a condugao do experimento ficaram dentro das médias normais para
esse periodo do ano, oscilando entre 25,7 e 26,8 °C (Figura 1), mantendo-se também
dentro do intervalo favoravel ao desenvolvimento do patdégeno, que ¢ de 15a 28 °C. Jaa
precipitagdo pluvial acumulada foi de 647 mm durante a conducdo do ensaio, que iniciou
no dial4 de outubro de 2020 e terminou no dia 28 de fevereiro de 2021. O baixo indice
pluviométrico durante o experimento, influenciou em um tempo inferior a seis horas de
molhamento foliar, consequentemente dificultou a infeccdo e posteriormente o
desenvolvimento e expansdo do inoculo do patégeno (Phakopsora pachyrhizi), o que
pode ter exercido um efeito negativo na dispersdo do patdégeno dentro do dossel das

plantas na area experimental do ensaio (TSUKAHARA et al., 2008).

Neste estudo, o fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir) controlou a doenga
e apresentou o menor indice da area abaixo da curva do progresso da doenga (AACPD) e
uma reducdo de 78,26% na severidade. Os resultados indicaram que o uso do Se associado
com o fungicida ndo teve um efeito adicional significativo. Os fatores, dose, bem como a
interagdo entre dose e fungicida do Se, isolado e do Se associado com o fungicida, ndo

demonstraram diferencas significativas, com excec¢ao do fator fungicida.
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sem e com associa¢do ao fungicida. Linha pontilhada indica a aplicagdo foliar de Se sem
associacao de fungicida e linha continua indica a aplicacao foliar de Se com fungicida
(Azoxistrobina + Benzovindiflupir).

Conforme relatado no estudo conduzido por Chechi et al., (2019) realizado em
campo durante os anos de 2014 e 2016, a dose do fungicida (azoxistrobina +
benzovindiflupir) em conjunto com o volume de calda de 200 L ha™!, aplicados sobre
plantas de soja, indicaram que o melhor controle da doenca foi alcangado com percentuais
de controle oscilando entre 68,4% e 70,1%. Estes resultados sugerem que a aplicagdo do

fungicida ¢ adequado e eficaz no controle da ferrugem asiatica da soja.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, é possivel observar que o Se
apresentou um efeito antifingico inferior ao fungicida, demonstrando que o uso do Se

ndo potencializou o efeito do fungicida no controle da FAS nas plantas durante o estudo.

Para massa de 1000G apresentada na Figura 4 (A), PROD - produtividade
apresentada na Figura 4 (B), N - teor de nitrogénio dos trifolios de soja, Figura 4 (C), foi
possivel observar que os fatores, dose, bloco ¢ a interag@o entre dose e fungicida do Se,
nao apresentaram diferencas significativas. No entanto, o fator fungicida foi significativo,

apresentando menores valores de 1000G, PROD e N.

Esses resultados indicam que o uso de selénio ao fungicida ndo teve um efeito
significativo na massa de 1000G, PROD e N. Além disso, nao foi encontrada uma relagao

dose-resposta significativa entre a aplicagdo de selénio na massa de 1000G, PROD e N.
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Figura 4 (A). 1000G - massa de mil graos (g). Figura 4 (B). PROD - produtividade por
hectare (t/ha). Figura 4 (C). N — nitrogénio de trifélios de soja (g kg™!) de plantas de soja
submetidas a diferentes concentracdes de Se sem e com associa¢do ao fungicida. Linha
pontilhada indica a aplicacdo foliar de Se sem associa¢do de fungicida e linha continua
preta indica a aplicagdo foliar de Se com fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir).
No entanto, ¢ importante destacar que outros estudos relataram efeitos positivos
da aplicagdao de selénio na massa de 1000G. Ramos et al. (2020) observaram maior
produgdo na massa de grios, na dose 40 g ha'! Se, utilizando selenato de sédio (Na2SeOq)
como fonte de Se, utilizando trés cultivares de feijao-caupi (BRS-Cauam e, BRS-Guariba
e BRS-Itaim. A diferenca entre os experimentos e a falta de resultado do Se na massa de

1000G da soja, quando comparado com o feijao se deve a diferenca de respostas das duas

culturas, além disso como sdao culturas diferentes possuem, requisitos nutricionais
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diferentes, mecanismos de absor¢do e metabolismos diferentes, o que levou a falta de

respostas no presente estudo com doses similares.

O estudo conduzido por Rezende et al., (2011) examinou o impacto do uso de
selenito de sodio (Se) por via foliar, em diversas concentracdes (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 kg ha
1), e em trés modos de aplicacio (solo, foliar e solo + foliar) sobre plantas de soja. Os
resultados demonstraram que a aplicagdo de Se ndo ocasionou reducao na produtividade
da cultura de soja, sendo que a produtividade média de graos foi de 1911 kg ha™!. Esses
achados sugerem que o uso de Se via foliar ndo influenciou negativamente na

produtividade da soja.

Isso sugere que a adi¢ao de Se via foliar em plantas de soja ndo impactou de forma
significativa o teor de nitrogénio nos trifolios avaliados, independentemente da dose ou
da aplicagdo do fungicida utilizado. E importante ressaltar que outros fatores podem
influenciar o teor de nitrogénio nas plantas de soja, como o tipo de solo, a época de

aplicagdo, a genética das plantas, dentre outros (TEJO et al., 2021).

A quantidade de graos por legumes (GL), apresentada na Figura 5A indicam que
o fator, dose, fungicida, bloco e a interacdo entre dose e fungicida, ndo apresentaram
diferencas significativas para o nimero de GL. Isso significa que a aplica¢do do selénio,
isolado ou Se em conjunto com o fungicida, em diferentes concentracdes, nao afetou

significativamente a producdo de graos por legumes em plantas de soja.

Conforme o resultado visualizado na Figura 5 (B), a altura de plantas de soja (AP)
apresentou ajustes lineares negativos em relagdo a aplicacao do Se, e Se em conjunto com
o fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir). Isso indica que o aumento das doses de
selénio aplicadas resultou em uma menor altura das plantas de soja. Nao foi observado
efeito da interagdo entre dose e fungicida, o que significa que a combinagao entre a dose

de aplicagdo e sem e com fungicida ndo afetou a altura das plantas de forma significativa.
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Se sem associagdo de fungicida e linha continua com @ indica a aplicagdo foliar de Se
com fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir).

A diminui¢do no tamanho das plantas pode ser atribuida a toxicidade causada pelo
aumento das concentragdes de Selénio (Se), seja isoladamente ou Se combinado com o
fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir). Isso ocorre porque o Se ¢ absorvido
intensamente pelas plantas sem uma competicdo inicial com o enxofre (S) durante o
processo de assimilacdo e incorporacdo do Se nas proteinas, causando toxidade nas
plantas nas doses acima de 20 g ha!l. Esse efeito de toxidez pode ser visto no
comportamento das enzimas (CAT, POD, SOD) e nas proteinas totais (DUMONT et al.,

2006). Entretanto na AP o efeito da toxicidade foi reduzido pelo uso do fungicida, que

diminui os efeitos do Se sobre a AP neste estudo.

Ao aplicar concentragdes menores de selénio, isoladamente em plantas, a
concentragdo do elemento absorvido e integrado nos selenoaminoéacidos, como a
selenocisteina e a selénio metionina, pode ter sido maior. Entretanto, ao aumentar as
concentragdes, a incorporacao desses selenoaminoacidos em proteinas especificas foi
reduzida, o que pode ter promovido a fitotoxidez como menor altura das plantas (GUPTA
e GUPTA, 2017). De fato, a principal causa da toxicidade do selénio em plantas ¢ a sua
ndo incorporacdo em proteinas. A toxicidade do Se nas plantas ¢ atribuida ao estresse
oxidativo induzido pelo selénio, bem como a distor¢ao da estrutura e fun¢do das proteinas

(GUPTA e GUPTA, 2017).
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Com base na pesquisa de Ramos et al. (2011), foi constatado que ha evidéncias
significativas de que o selenito e selenato de sddio sdo absorvidos pelas plantas por meio
de transportadores de enxofre (S) com alta afinidade. Isso pode explicar por que a forma
de aplicagdao do selénio (foliar) e a concentracdao utilizada podem afetar a altura das

plantas.

Martinez et al. (2009), realizaram uma pesquisa que constatou que a aplicacao de
selénio via foliar, nas doses de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 kg ha'em todas as doses testadas, teve
um efeito negativo na altura da planta, altura do primeiro legume, nimero de sementes
por legume e na produtividade da cultura da soja, especificamente na cultivar Conquista.
Resultado semelhante foi encontrado no presente estudo, onde o aumento das doses de
Se, reduziu linearmente a AP. Na dose de 50 g ha™! foi encontrado a altura média das
plantas de soja de 80cm maior que a encontrada por Martinez et al. (2009), essa diferenga
de altura pode estar relacionada a cultivar utilizada, que consegue tolerar maior dose de

Se.

Conforme os resultados obtidos na Figura 6 (A), foi observado que o efeito do Se,
e Se associado com o fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir), afetou
negativamente o indice SPAD-1, apresentando ajustes lineares negativos. Além disso,
para a variavel SPAD-1 indica que os fatores, dose e fungicida do Se, isolado e do Se
combinado com o fungicida, apresentaram diferencas significativas. No entanto, os
fatores bloco e a interagdo entre dose e fungicida ndo foram significativos. Esses
resultados indicam que a aplicacdo de diferentes concentragdes e combinagdo do Se,
isolado ou em conjunto com o fungicida associado ao Se, teve um efeito negativo no teor

de clorofila das plantas de soja, como indicado pelo indice SPAD-1.

A utilizacdo de Se tem sido associada ao estimulo do crescimento de plantas, uma
vez que essa substancia pode favorecer o aumento do nivel de clorofila, melhorar o
processo de fotossintese, reduzir a producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
aumentar a atividade das enzimas antioxidantes no trigo (NAWAZ et al., 2016).
Entretanto isso ndo foi observado no presente estudo que com o aumento das doses de Se
reduziu o indice SPAD-1, indicando redu¢do do nivel de clorofila, e consequentemente
do processo de fotossintese, o que disponibilizou menor quantidade de energia quimica

para o crescimento das plantas de soja, reduzindo da altura das plantas (Figura 5B).
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Quando o limite seguro de concentragdo ou tempo de exposi¢do ¢ ultrapassado, o
Selénio pode desencadear sintomas de intoxicacdo, causar alteracdes no metabolismo e
reduzir o teor de clorofila, afetando negativamente a fotossintese das plantas (MOSTOFA

etal., 2017).

No entanto, ¢ importante mencionar que o estudo conduzido por Djanaguiraman
et al. (2005) apresentou resultados opostos aos descritos neste estudo. De acordo com
estudo, a aplicagdo foliar de selenato de sdédio em concentragao de 50 ppm na cultura da
soja, aos 78 dias ap0Os a emergéncia, contribuiu para a reduc¢ao da degradacao da clorofila
ao longo do ciclo da cultura e para a manutencdo da area fotossinteticamente ativa por
um periodo maior de tempo. Essa diferenga pode ser atribuida ao selenato de sddio ser
considerado menos toxico que o selenito de sodio (utilizado no presente estudo), essa
diferenca de toxidade nas diferentes fontes de Se, se deve que o selenato é convertido em
selenometionina, que ¢ um aminoacido contendo Se e posteriormente ser incorporado em
proteinas vegetais. J4 o selenito ¢ convertido em selenocisteina na planta de soja e,
posteriormente, incorporado em proteinas vegetais. Essas diferentes vias metabolicas
utilizadas podem influenciar a utilizacdo e o destino do selénio nas plantas de soja,

influenciando na toxidez.

O Se afetou negativamente o indice SPAD — 2 (Figura 6 B), sendo observadas
respostas quadraticas negativas, com o Se com o ponto maximo do indice SPAD 41,28
com a concentragdo de Se, isolado de 24,76 g ha!, e Se associado com o fungicida
(Azoxistrobina + Benzovindiflupir) com ponto maximo do indice SPAD 38,69 com a

concentracio de Se com associacio ao fungicida de 13,25 gha™!.
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Figura 6 (A). Indice SPAD - 1 (SPAD - Soil Plant Analysis Development). Figura 6 (B)
Indice SPAD - 2 (SPAD - Soil Plant Analysis Development) de trifélios de plantas de soja
submetidas a diferentes concentragdes de Se sem e com associacao ao fungicida. Linha
tracejada e [} indica a aplicagdo foliar de Se sem associagdo de fungicida e linha continua
com @ indica a aplicagdo foliar de Se com fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir).

O resultado da analise para a variavel SPAD-2 indicou que os fatores, de dose,
fungicida e a interag@o entre a dose do Se, isolado e do Se combinado com o fungicida
apresentaram diferengas significativas. Isso sugere que as concentragdes de Selénio e o

tipo de tratamento utilizado (isolado ou em combinacdo com o fungicida) afeta a clorofila

nas plantas.

A partir dos resultados apresentados na Figura 6 (A, B), pode-se constatar que a
aplicagdo do Se, isolado e do Se em conjunto com o fungicida (Azoxistrobina +
Benzovindiflupir), pode levar a uma diminuicdo significativa no teor de clorofila. Esse
efeito antagonico pode inibir a sintese de pigmentos fotossintéticos e interferir na
absor¢ao de nutrientes essenciais, como ferro, manganés e magnésio, comprometendo a

satide e o desenvolvimento da planta (PRASAD et al., 1999).

Com base em estudos realizados em Cardamine violifolia, que ¢ uma planta
considerada como acumuladora € possivel observar que a aplicacdo de selenato de sédio
(Se) em concentragdes de 80 umol L' (15.1 g ha!) pode causar reducdo significativa no
teor de clorofila e biomassa, além de apresentar sintomas de intoxica¢ao nas plantas
(RAO et al., 2021) Além disso, concentragcdes mais elevadas de selenato de sodio (200-
400 umol L ') podem ultrapassar a tolerancia da planta ao Se, gerando estresse e inibindo

seriamente o seu crescimento. E importante destacar que tais resultados podem ser
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atribuidos a inibicdo da sintese de nutrientes essenciais, como ferro, manganés e
magnésio, causando anormalidades no metabolismo e na nutricdo de C. violifolia.
Portanto, ¢ necessario considerar com cuidado as concentracdes de selenato de sodio

aplicadas, a fim de evitar possiveis danos as plantas (WU et al., 2020).

Liu et al. (2004) observaram que a interacdo do Se com as espécies reativas do
oxigénio (EROs) pode resultar na redugdo do teor de clorofila nas folhas de arroz. Esse
efeito se deve a capacidade dos radicais livres de oxigénio de quebrar os pigmentos
fotossintéticos e as proteinas estruturais do sistema fotossintético em condigdes de altas
concentragdes de Se nas plantas. Demonstrou-se que o efeito adverso do Se na sintese de
pigmentos fotossintéticos ¢ especialmente evidente na proteina D1, que ¢ um dos alvos
primdrios da degradagdo oxidativa no centro de reagdo do fotossistema II. Suas clorofilas
e as proteinas da cadeia de transporte de elétrons associadas estdo localizadas
predominantemente nas lamelas grana. (KIM et al.,, 2006). A deterioracdo do
comprimento da atividade fotossintética, em plantas sob estresse apds a aplicacao de Se,

pode estar associada ao aumento dos niveis de EROs (PACIOLLA et al., 2011).

Como as Figuras 7 (A, B) demonstram, que o Se, isolado ¢ o Se associado ao
fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir), levou a um aumento nos teores de celulose
(CEL) e hemicelulose (HEM), nos trifolios de soja. As plantas que receberam a aplicacao
de Se, e Se associado ao fungicida apresentaram maiores teores de HEM, com um ajuste
de forma quadrética, o Se, com ponto maximo 152,00g kg™! estimado na concentragio de
17,31 g de Se ha'!. E o Se com o fungicida, com ponto méaximo 160,31 g kg™! estimado
na concentracio de 23,21 g de Se ha!, seguido de uma diminuigio subsequente da HEM.
A andlise estatistica em arranjo fatorial indicou que as varidveis CEL e HEM,

apresentaram diferengas significativas entre os fatores, dose e fungicida.

A parede celular da planta desempenha um papel fundamental na defesa contra
patogenos e no reconhecimento de estresses ambientais, transmitindo sinais que ativam
respostas de defesa (COS-GROVE, 2005). Embora tradicionalmente vista como uma
barreira passiva contra patdogenos, estudos recentes indicam que a parede celular age de

forma ativa na protecao da planta.
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A parede celular ¢ a primeira linha de defesa das plantas contra patdégenos, uma
vez que a barreira fisica formada pela parede celular ¢ uma importante barreira para a
penetracao do patdgeno. Além disso, a parede celular também atua como um local de
reconhecimento para os receptores de padroes de patdgenos (PRRs) nas plantas, que sao
capazes de detectar padrdoes moleculares associados a patogenos (PAMPs) e iniciar a
cascata de sinalizacdo da resposta de defesa (LORRAI e FERRARI, 2021). De acordo
com o estudo realizado por Li et al. (2019), a alteracdo na composi¢ao da parede celular
pode ser uma resposta imune da planta contra o stress bidtico ou abidtico, aumentando a
robustez ¢ a flexibilidade do tecido vegetal para oferecer prote¢do contra invasores

patogénicos.

Na Figura 7 (A), foi observado que o Se, isolado e o Se com associacdo com o
fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir), promoveram um aumento significativo no
teor de celulose (CEL) nos trifélios de soja. A celulose ¢ um componente chave da parede
celular que influencia tanto o crescimento quanto a resposta de defesa das plantas.
Estudos em plantas mutantes que apresentam deficiéncia na sintese de celulose tém
revelado graves alteragdes no desenvolvimento, como nanismo ¢ menor rendimento nas

plantas (SCHULZE et al. 2010; RAMIREZ et al. 2011).

O bloqueio da sintese de celulose pode levar a diminuicdo da resisténcia de
plantas a doencas (HAMANN et al. 2009). Por exemplo, quando a cevada ¢
silenciada pelo gene HvCSLD2, que codifica a sintase celulose, a parede celular
epidérmica da planta exibe uma redu¢do no contetido de celulose, o que torna as
papilas da planta mais facilmente penetradas pelo fungo Blumeria graminis. Como
resultado, a planta apresenta uma resisténcia comprometida ao oidio.

(DOUCHKOV et al. 2016).

A inibicdo quimica da sintese de celulose também pode inibir a ativacdo da
imunidade da planta. A inibi¢ao da sintese de celulose tem sido associada a a producao
do acido jasmonico (AJ) e espécies reativas de oxigénio (EROs) e a deposicao da lignina
na parede celular. Esses processos afetam a imunidade da planta, tornando-a menos

resistente a patdogenos e estresses abioticos (WAN et al. 2021).

Na Figura 7 (B), foi observado que o Se, isolado e o Se associado com o fungicida


https://link.springer.com/article/10.1007/s44154-021-00003-4#ref-CR58
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(Azoxistrobina + Benzovindiflupir), promoveram um aumento significativo no teor de
hemicelulose (HEM) nos trifélios de soja de forma quadratica até o ponto maximo e depois
uma queda progressiva nos teores de HEM. As hemiceluloses sdao um conjunto
heterogéneo de polissacarideos que apresentam um esqueleto B-(1P4)-glicosidico,
composto por manose, glicose ou xilose. Sua funcao principal é reforgar a parede celular
por meio da interacdo com a celulose e, em algumas situagdes, com a lignina

(SCHELLER e ULVSKOYV, 2010; ENDLER e PERSSON, 2011).
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Figura 7 (A). CEL - celulose de trifolios de soja (g kg™'), Figura 7 (B). HEM —
hemicelulose de trifolios de soja (g kg™!) e Figura 7 (C). LIG - lignina de triflios de soja
(g kg!) de trifolios de plantas de soja submetidas a diferentes concentragdes de Se sem e
com associa¢do ao fungicida. Linha tracejada e [} indica a aplicagio foliar de Se sem
associagdo de fungicida e linha continua com @ indica a aplicagdo foliar de Se com
fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir).

Tanto a xilana quanto a xiloglucana pertencem ao grupo das hemiceluloses e sdo
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consideradas os principais componentes da parede celular vegetal. Cada vez mais,
evidéncias tém mostrado que alteragdes nesses componentes podem afetar a resisténcia
de Arabidopsis a patogenos (DELGADO-CEREZO et al. 2012; SAMPEDRO et al.
2010; CHOWDHURY et al. 2017).

Os mutantes Arabidopsis det3 (de-estiolado3) e irx6-1 (xilema irregular 6-1)
apresentam niveis elevados de xilose (hemicelulose) em sua parede celular, quando
comparados ao tipo selvagem. De maneira interessante, esses mutantes demonstram

maior resisténcia ao fungo Alternaria cucumerina (DELGADO-CEREZO et al. 2012).

Além de proporcionar estrutura e resisténcia a parede celular, a celulose e hemicelulose
também sdo cruciais na resposta de defesa das plantas contra patégenos (GILLSON et al.,
2003). Por exemplo, a presenca de celulose e hemicelulose pode ajudar a controlar a invaso
de patogenos pela formacdo de barreiras fisicas (FARROKHI et al., 2006). Além disso, a
degradacdo da celulose e hemicelulose pode ser um sinal de ativagdo da resposta de defesa

das plantas contra patégenos (FOURIE et al., 2020).

Além disso, ¢ importante destacar que a quantidade e distribuicdo de celulose e
hemicelulose na parede celular também podem afetar a resposta de defesa das plantas contra
patdgenos. Por exemplo, uma quantidade insuficiente de celulose pode levar a uma parede
celular fraca e vulnerdvel a invasdes patogénicas (FARROKHI et al., 2006). Portanto,
embora os aumentos nos teores de celulose e hemicelulose nos trifolios de soja observados
neste estudo possam contribuir para o fortalecimento da parede celular, essas alteragdes nao

necessariamente ativaram respostas de defesa nas plantas de soja contra a FAS.

A funcao das hemiceluloses na inducao de resisténcia em plantas esta relacionada
a sua capacidade de reforgar a parede celular e interagir com outros componentes, como
a celulose e a lignina. Alteragdes na composicao e na estrutura das hemiceluloses podem
desencadear respostas de defesa em plantas, levando a uma maior resisténcia a
patogenos (LI et al. 2019). No entanto, os resultados deste estudo ndo encontraram
evidéncias de que o Se, isolado em comparagdo com o fungicida (Azoxistrobina +
Benzovindiflupir), tenha reduzido a severidade ou a AACPD da FAS, sugerindo que o

selénio ndo ativou diretamente as respostas de defesa da planta contra a doenca.
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De acordo com as Figuras 7 (A, B) deste estudo, foi observado que a aplicagao
de Se, e Se combinado com o fungicida, resultou em aumentos lineares nos teores de
CEL e em ajuste quadratico para a HEM nos trifolios de soja. Esses resultados
sugerem que a aplicagdo de Se pode estimular a sintese de celulose e hemicelulose,
possivelmente fortalecendo a parede celular das plantas. No entanto, ndo foi observada
uma melhora na resisténcia das plantas ao ataque de patdégeno (Phakopsora

pachyrhizi).

Na Figura 7 (C), foi observado que o Se, isolado e 0 Se com associacdo com o fungicida
(Azoxistrobina + Benzovindiflupir), ndo foram significativos no teor da lignina (LIG) nos
trifélios de soja. Esse efeito pode ter ocorrido pelo fato de a LIG ser um polimero fendlico
(diferente da CEL e HEM que sdo Polissacarideos), que confere rigidez e impermeabilidade a
parede celular das plantas e possivelmente o Se ndo tem efeito na sintese e deposicao da LIG,
além disso a % da severidade foi considerada baixa (menor que 12%), ndo foi possivel ativar

esse mecanismo de defesa.

E importante ressaltar que este estudo ndo avaliou diretamente os efeitos da
inibi¢do quimica da sintese de celulose (CEL), hemicelulose (HEM) e lignina (LIG)
na imunidade da planta contra a FAS. Em vez disso, o estudo se concentrou em
examinar os efeitos da aplicagdo de Se, isolado e do Se associado com fungicida nos

teores desses compostos nos trifélios de soja.

Embora os resultados sugiram uma relagado entre a aplicagdo do Se e o aumento
nos teores de CEL e HEM, indicando que essas alteracdes na sintese desses compostos
podem fortalecer a parede celular, os resultados ndo evidenciam que estas mudancas
estejam diretamente envolvidas na ativagdo de mecanismos de defesa da planta contra

a FAS.

Conforme apresentado na Figura 8 (A), o Se, aumentou a atividade da enzima
catalase (CAT) apresentou um ajuste quadratico, alcangando o ponto maximo de 0,67
mmol mg! min proteina, estimado na concentragio 23,19 g ha' de Se. Para o Se
combinado com o fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir), a enzima apresentou um
ajuste quadratico com o ponto maximo de 0,68 mmol mg!, estimado na concentragio

22,67 g ha' de Se, na atividade da catalase (CAT). Observou-se com os ajustes
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quadraticos, aumentando a atividade da CAT até o ponto maximo, seguido de uma

diminuicdo subsequente da enzima CAT.

A variavel CAT mostra um efeito significativo no fator, dose, fator fungicida e
uma interacao significativa entre dose e fungicida, sugerindo que o Se e o Se associado
com o fungicida, teve um impacto na atividade da enzima catalase (CAT). Esses
resultados indicam que as concentragdes de Se utilizada no estudo podem afetar a
atividade da CAT, o que ¢ importante considerar ao avaliar o uso potencial do Se como
um agente elictor. Além disso, a interagdo significativa entre dose e fungicida sugere que
o uso combinado de Se e fungicida pode ter um efeito diferente na atividade da CAT em

comparagdo com o uso isolado de Se.

A enzima catalase (CAT) ¢ essencial para a sanidade das plantas, pois regula os
niveis de peroxido de hidrogénio produzidos pelas enzimas SOD e POD. Embora essas
enzimas sejam importantes para a defesa das plantas contra patdgenos e estresses
ambientais, um acimulo excessivo de peroxido de hidrogénio pode ser toxico. Portanto,
a regulacdo adequada da enzima catalase ¢ crucial para manter o equilibrio da producao

de peroxido de hidrogénio nas plantas (BARBOSA et al., 2014).

Embora a principal funcdo da enzima catalase (CAT) seja degradar altas
concentragdes de perdxido de hidrogénio, que podem ser toxicas para as plantas, baixas
concentragdes dessa substancia desempenham um papel importante na transducao de

sinal em plantas que estdo sob ataque de estressores bioticos (PRASAD et al, 1994).

Nesse contexto, o peroxido de hidrogénio pode atuar como um sinalizador para a
planta, desencadeando respostas de defesa contra o estressor bidtico. Assim, a regulagao
adequada da produgdo de perdxido de hidrogénio pela enzima CAT ¢ crucial para manter
a homeostase da planta e sua capacidade de responder efetivamente ao stress bidtico

(PRASAD et al, 1994),

Embora ndo tenham sido observados resultados significativos no controle da FAS
com Se, e do Se associado ao fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir), estes
demonstraram efeitos positivos na atividade da enzima catalase (CAT), aumentando-a e
mantendo os niveis de peroxido de hidrogénio em niveis seguros para as plantas.

Consequentemente, o uso do fungicida pode ajudar a manter o equilibrio necessario entre
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a producdo de perdxido de hidrogénio e a capacidade da planta de lidar com essa
substancia, o que € crucial para a sanidade e a sobrevivéncia das plantas sob estresse

bidtico (MAMENKO et al., 2019).

Conforme apresentado na Figura 8 (B), quando o Se, foi aplicado isolado a
atividade da enzima peroxidase (POD) apresentou um ajuste quadratico, alcangando o
ponto maximo de 3,65 pmmol mg™' min proteina estimado na concentragio 27,54 g de Se
ha!l. Para o Se combinado com o fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir),
respondeu de forma quadratica com o ponto maximo de 3,51 g kg! estimando na
concentragio 28,57 g de Se ha™! na atividade da peroxidase (POD). Observou-se com o0s
ajustes quadraticos, um aumento na atividade da POD at¢é os pontos maximos, seguido de

uma diminuic¢ao subsequente da enzima POD.

Os resultados obtidos nesta pesquisa indicam que a aplicacdo de Se, tanto
isoladamente quanto em combinagdo com o fungicida, apresentou um efeito significativo
na atividade da enzima peroxidase (POD). Essa resposta foi observada mediante a anélise
estatistica em arranjo fatorial, que demonstrou uma interagao significativa entre os fatores

dose e fungicida, bem como na interagao entre ambos (dose e fungicida).
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Figura 8 (A), CAT - catalase (mmol mg' min prot), Figura 8 (B), POD - peroxidase
(umol min g prot) e Figura 8 (C), SOD - superdéxido Dismutase (umg min g™ prot),
Figura 8 (D), PROT - proteinas totais dos trifolios de soja (mg g™! de proteina por MF) de
trifolios de plantas de soja submetidas a diferentes concentragcdes de Se sem e com
associagdo ao fungicida. Linha tracejada e ] indica a aplicagdo foliar de Se sem
associagdo de fungicida e linha continua com @ indica a aplicagdo foliar de Se com
fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir).

Os niveis excessivos podem comprometer a atividade da POD e,
consequentemente, o sistema antioxidante das plantas. A interacdo entre Se e fungicida
indica que o uso simultdneo desses agentes pode gerar um efeito distinto na atividade da
POD quando comparado com o uso isolado de Se. Esses achados tém importancia
significativa para a compreensdo da limitagdo do uso de Se como método de controle da

FAS, bem como do fungicida como agente de prote¢do contra a FAS em plantas de soja.

A resposta do sistema antioxidante peroxidase (POD) ¢ frequentemente
estimulada em situagdes de estresse, uma vez que essa enzima desempenha um papel
fundamental na prote¢ao das células vegetais contra reagdes oxidativas em diversos tipos
de tecidos. A POD atua no catabolismo de perdxidos, incluindo o peroxido de hidrogénio,
e ¢ responsavel por manter o equilibrio redox nas células vegetais. Em condi¢des de
estresse oxidativo, a atividade da POD pode ser aumentada para ajudar a minimizar danos
as células, restaurando o equilibrio redox e evitando a morte celular (MARAFON et al.,

2009).

O aumento observado na atividade da enzima peroxidase (POD) pode estar

relacionado ao efeito de fitotoxicidade causado pela exposi¢do a concentragdes elevadas
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de selénio durante o estudo. Esse efeito pode afetar os processos fisioldgicos da planta,
incluindo a lignificagdo da parede celular, a oxidacdo de compostos fendlicos, a
cicatrizagdo de ferimentos, a resposta a injurias mecanicas, a biossintese de etileno, o
desenvolvimento celular e a defesa contra patogenos. No entanto, ¢ importante ressaltar
que a exposi¢cdo excessiva ao selénio afetou negativamente a atividade da enzima POD,
0 que pode impactar negativamente o sistema antioxidante da planta e prejudicar a

protecao contra reagdes oxidativas na planta (MARAFON et al., 2009).

A enzima peroxidase (POD) ¢ responsavel por catalisar a conversdo do peroxido
de hidrogénio em dgua e oxigénio molecular, proporcionando protecao as células vegetais
contra a formagado de espécies reativas de oxigénio que podem levar a danos celulares e

teciduais na planta (BHATTACHARIEE, 2010).

Concentragdes baixas e moderadas de selénio (por exemplo, 0,1 mg kg™ e/ou 0,5
mg kg!) foram observadas para aumentar a atividade de enzimas antioxidantes, como
catalase, polifenol oxidase e peroxidase, em plantas. Isso resultou na regulacdo positiva
de genes de defesa em folhas de colza, incluindo CHI, ESD1, NPR1 e PDF1.2, tornando-

se um beneficio significativo para a resisténcia das plantas a patdégenos (XU et al., 2020).

Além disso, a pulverizacdo de solugdo organica de selénio (SeMet e SeCys2)
mostrou inibir o desenvolvimento do fungo Fusarium graminearum em espigas de trigo
e reduzir a porcentagem de espiguetas doentes, possivelmente devido a regulagdo da

producdo de toxinas e a redu¢do do acimulo de deoxinivalenol (MAO et al., 2020; LI et

al., 2023).

E importante ressaltar que as descobertas sobre os efeitos dos tratamentos com Se
e Se associado ao fungicida podem variar em diferentes condigdes ambientais, gendtipos
de plantas e niveis de estresse (LI et al., 2023). Portanto, mais pesquisas sdo necessarias
para confirmar os efeitos desses tratamentos na atividade da enzima POD em plantas de
soja infectadas com a ferrugem asidtica e entender por que as enzimas antioxidantes nao

foram capazes de ativar uma defesa eficaz contra o ataque da doenca.

Conforme apresentado na Figura 8 (C), o efeito do Se, aplicado isoladamente,
sobre a atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) apresentou um ajuste

quadrético, alcangando o ponto méaximo de 3,31 umg mg™! min proteina na concentragio
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de 27,74 g ha! de Se. Além disso, quando o Se foi aplicado em combinacdo com o
fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir), a resposta foi quadratica com o ponto
maéximo de 3,58 umg mg™! na concentragio de 34,05 g ha! de Se, na atividade da enzima
SOD, indicando um aumento na atividade da SOD até os pontos maximos dos

tratamentos, seguido de uma diminuicao subsequente da enzima SOD.

Os resultados da andlise estatistica em arranjo fatorial da enzima POD
demonstraram um efeito significativo do fator dose, fungicida e uma interagao
significativa entre dose e fungicida. Isso indica que o uso de Selénio (Se), isolado ou em
associacdo com o fungicida, teve um impacto na atividade da enzima superdxido
dismutase (SOD). Esses achados sugerem que as concentracdes de Se utilizadas no estudo
podem afetar a atividade da SOD, o que ¢ relevante para avaliar o potencial uso do Se
como agente de prote¢do contra a FAS. Além disso, a interacdo significativa entre dose e
fungicida indica que o uso combinado de Se com o fungicida pode ter um efeito distinto

na atividade da SOD, em comparacdo com o uso isolado de Se.

E importante considerar esses resultados, ja que eles podem variar em diferentes
condi¢des ambientais, gendtipos de plantas e niveis de estresse da planta. Mais pesquisas
sdo necessarias para confirmar os efeitos do Selénio (Se), na atividade da enzima POD
em plantas de soja infectadas com a ferrugem asiatica, especialmente no genotipo

avaliado onde foi observado que o Se ndo teve controle sobre a FAS.

A diminui¢do da atividade da POD pode ser explicada pela fitoxicidade gerada
pela aplicacdo de concentragdes elevadas de Se no estudo, com a exposi¢do excessiva ao
Se afetando a atividade da SOD, e danificando a estrutura da enzima ou interferindo em
sua regulacdo. Essa condigdo pode levar ao aumento na producao de espécies reativas de
oxigénio, resultando em danos as células e consequente reducdo no desempenho

fisiologico das plantas (CHEN et al., 2009).

A enzima superdxido dismutase - SOD ¢ amplamente encontrada em organismos
aerdbicos e em subcompartimentos celulares suscetiveis a um aumento da oxidagdo
causado por estresse bidtico ou abidtico (PAULA et al., 2021). E considerada uma das

mais eficazes enzimas antioxidantes intracelulares. A superdxido dismutase desempenha
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um papel crucial como a primeira linha de defesa contra os efeitos toxicos de altos niveis

de espécies reativas de oxigénio (GILL e TUTEJA, 2010).

A SOD catalisa a conversdo do superdéxido, um dos principais radicais livres
produzidos durante o processo de respiracdo celular, em peroxido de hidrogénio e
oxigénio molecular (MITTLER, 2002). Além disso, a SOD também inibe a formacao de
espécies reativas de oxigénio, que sao responsaveis por causar danos aos tecidos vegetais

(DOMICIANO et al., 2015).

Em contraste, em outro estudo publicado por Liu et al. (2021), observou-se que a
aplicagdo do fungicida difenoconazol, pertencente ao grupo dos triazodis, que atua
inibindo a sintese de ergostreol, componente essencial na para a membrana celular dos
fungos afetou negativamente a atividade da enzima (SOD) em plantas de trigo (7riticum
aestivum L.). De acordo com os resultados do estudo, o uso do fungicida causou estresse
oxidativo nas plantas, o que resultou na redugao da biossintese e das fungdes da clorofila

e, por fim, inibiu o crescimento e o desenvolvimento das plantas de trigo.

De acordo com os resultados obtidos, o uso de selénio, seja de forma isolada ou
em associacdo com o fungicida, em concentragdes elevadas, pode ter um impacto na
atividade da enzima superoxido dismutase (SOD). Essa enzima ¢ fundamental para
proteger as plantas contra o estresse oxidativo, que pode ser causado pelo ataque fingico
(SAHA et al., 2017). No entanto, ¢ importante destacar que mais estudos sdo necessarios
para avaliar plenamente os efeitos destes tratamentos e suas interagdes com outros fatores

envolvidos na resposta de defesa das plantas (LI et al., 2018).

No entanto, ¢ importante destacar que ainda € necessario realizar mais pesquisas
para compreender plenamente os efeitos do Se, e do Se associado ao fungicida
(Azoxistrobina + Benzovindiflupir) nas atividades das enzimas SOD, POD, CAT e PROT

nas plantas de soja.

Além disso, as concentracdes especificas desses compostos e seus efeitos na
atividade das enzimas em diferentes genotipos de soja precisam ser consideradas. Outros
fatores, como as condigdes climaticas e a presenca de patdégenos, também podem afetar a

atividade das enzimas em plantas de soja.
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Conforme apresentado na Figura 8 (D), o Se, isolado as proteinas totais dos
triflios de soja (PROT), com a aplicacdo de Ni apresentou um ajuste quadratico com o
ponto maximo de PROT de 1,35 mg g”! de proteina por MF, estimado na concentragio de
22,75gha™! de Se. Com a aplicagio do Se, associado ao fungicida (Azoxistrobina +
Benzovindiflupir) o efeito sobre as proteinas totais dos trifdlios de soja, apresentou-se
com ajuste quadratico PROT —1,40 mg g! de proteina por MF, estimado na concentragio
21,78 g ha' de Se. Observaram-se ajustes quadraticos, indicando um aumento na PROT
até o ponto maximo, seguido de uma tendéncia a diminuicdo das proteinas totais dos

trifolios de soja.

Os resultados apresentados nesta pesquisa apontaram que houve um efeito
significativo do fator, dose, fungicida e uma interagao significativa entre dose e fungicida
(andlise estatistica em arranjo fatorial), o que indica que o Se, ¢ o Se associado com o
fungicida, teve um impacto no teor das proteinas totais dos trifolios de soja (PROT). Esses
achados sugerem que as diferentes concentracdes de Se utilizadas no experimento podem
influenciar a PROT. Além disso, a interagdo significativa entre dose e fungicida sugere
que a combinagdo do Se com o fungicida pode ter um efeito diferenciado na PROT

quando comparado com a utilizacao isolada do Se.

As proteinas sdo macromoléculas, formadas por aminoacidos, ligados entre si por
ligacdes peptidicas, sendo consideradas as macromoléculas biologicas mais abundantes
na natureza. Elas podem ser encontradas em grande quantidade em uma Unica célula e
sdo produzidas por ela, apresentando diversas fungdes como, estrutural, catalitica,
transportadora, reguladora e de defesa, tendo a capacidade de gerar produtos, como

enzimas € hormonios (SOARES e MACHADO, 2007).

As proteinas desempenham ainda fungdes regulatorias tanto dentro quanto fora da
célula, transmitindo informagdes para os componentes celulares e gerando forcas
mecanicas e eletroquimicas (VOET et al., 2008). Os aminoacidos sdo precursores de
muitos metabolitos de plantas que estdo relacionados a defesa vegetal. Eles sdo relevantes
para as respostas locais e sistémicas contra-ataques patogénicos nas plantas. (ZHOU et

al., 2015).
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4. CONCLUSOES

O fungicida (Azoxistrobina + Benzovindiflupir) sem associacdo com o Se
reduziu a AACPD e a severidade da FAS, independe das concentragdes utilizadas de

Se ndo houve efeito aditivo do elemento no controle da FAS.

Nao houve efeito do Se, e do Se associado ao fungicida nas varidveis GL e N,
entretanto foi observado efeito do Se, e do Se associado ao fungicida na massa de
1000G. Para a AP ¢ o SPAD-1 foi observado um efeito negativo a medida que as

concentragdes de Se aumentaram no estudo.

A concentracdo de 20 g ha! de Se proporcionou as atividades maximas das
enzimas CAT, SOD, POD e da PROT, mas com o aumento da concentragdo, ocorreu
menor altura das plantas ¢ queda da atividade enziméatica CAT, SOD, POD e da PROT,

podendo ser causada pelo efeito da toxidade do Se nas plantas de soja.
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