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““Tudo tem o seu tempo determinado, e ha tempo
para todo o proposito debaixo de céu. Ha tempo de
nascer, e tempo de morrer; tempo de plantar, e
tempo de arrancar o que se plantou; Tempo de
matar, e tempo de curar; tempo de derrubar, e
tempo de edificar; Tempo de chorar, e tempo de
rir; tempo de prantear, e tempo de dancar; Tempo
de espalhar pedras, e tempo de ajuntar pedras;
tempo de abragar, e tempo de afastar-se de abragcar;
Tempo de buscar, e tempo de perder; tempo de
guardar, e tempo de langar fora; Tempo de rasgar,
e tempo de coser; tempo de estar calado, e tempo
de falar; Tempo de amar, e tempo de odiar; tempo
de guerra, e tempo de paz.”

Eclesiastes 3:1-8



RESUMO

O niquel (Ni) é um micronutriente para as plantas por ser componente estrutural da urease,
enzima que catalisa a degradacdo da ureia em didxido de carbono e aménia, além disso, tanto
Ni quanto a urease desempenham importante papel no metabolismo antioxidante da planta e
no controle de doengas fungicas. Assim, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito da
aplicacdo foliar de doses de Ni associado ou ndo a fungicidas do grupo das estrobilurinas em
plantas de soja sobre o controle de doencas fungicas, a atividade de enzimas antioxidantes, a
produtividade e sobre a qualidade de sementes. Foram realizados trés experimentos sendo o
primeiro na Chapaddo do Sul — MS utilizando a molécula Piraclostrobina (75 g i.a. hal), o
segundo em Selviria — MS utilizando as moléculas Fluxapiroxade + Piraclostrobina (300 mL
p.c. hal), e o terceiro experimento foi realizando em Londrina — PR utilizando as moléculas
Picoxistrobina + Ciproconazole (300 mL p.c. hal). Os trés experimentos foram realizados em
delineamento de blocos ao acaso, em esquema fatorial 7 x 2, sendo sete doses de Ni (0; 10;
20; 40; 60; 80 e 100 g ha!) associadas ou ndo aos fungicidas, e quatro repeti¢des totalizando
56 parcelas, os tratamentos foram aplicados no estagio fenoldgico R1 em todos os
experimentos, e apenas no experimento Il foi realizada uma segunda aplicacdo em R4. Junto
do experimento 11l também foi realizado um experimento em placas de petri para avaliar o
efeito do Ni sobre a germinacdo de uredinidsporos de Phakopsora phachyrhizi com os
seguintes tratamentos Picoxistrobina + Ciproconazole 100 mL L como controle; (0; 0,1; 0,2;
0,3; 0,5; 0,8; 1,0; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 5,0 g L™ de Ni) com seis repeticdes. No experimento |
houve aumento nos teores de nitrogénio e de indice SPAD, e nas menores doses de Ni houve
aumento de produtividade. Em relacdo a qualidade fisioldgica de sementes, a porcentagem de
germinacao e a taxa de emergéncia aumentaram linearmente com o aumento das doses de Ni
sem fungicida. Porém, quando o Ni foi associado a piraclostrobina a porcentagem de
germinacéo apresentou ajuste quadratico, com aumento da germinacéo até a dose de 40 g ha
de Ni. No experimento Il houve a ocorréncia natural de oidio (Erysiphe diffusa), e a aplicacédo
de 60 g ha® de Ni associado a 300 mL p.c. ha® do fungicida reduziu a severidade do oidio a
99%, foram observadas atividades maximas das enzimas urease, superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POD). No experimento Il no ensaio de placas, a
aplicacdo de Ni controlou a germinacdo de urediniosporos de P. pachyrhizi, no campo
entretanto o Ni ndo foi eficiente no controle da ferrugem asidtica, e ndo houve diferenga
significativa para produtividade. A combinacdo de doses de Ni e fungicida aumentou a
concentracdo de peroxido de hidrogénio e peroxidacdo lipidica, indicando a formacdo de
espécies reativas de oxigénio no tecido foliar. Em todos os experimentos houve aumentou 0s
teores de Ni nas folhas e nos graos Houve efeito sinérgico dos fungicidas sobre a atividade da
urease nas menores doses.

Palavras-chave: Ureia. Controle de doengas. Soja. Glycine max. Enzimas antioxidantes.



ABSTRACT

Nickel (Ni) is a micronutrient for the plants to be structural component of urease, an enzyme
that catalyzes the degradation of urea to ammonia and carbon dioxide, in addition, both Ni
and urease plays an important role in antioxidant metabolism of the plant and control of
fungal diseases. Thus, the aim of this study was to evaluate the effect of foliar application of
Ni doses with or without group of fungicides of the strobilurin in soybean plants under the
control of fungal diseases, the activity of antioxidant enzymes, productivity and the quality
seeds. Three experiments were conducted being the first in Chapaddodo Sul - MS using
Pyraclostrobin molecule (75g a.i. ha), the second Selviria - MS using the Fluxapyroxad +
Pyraclostrobin molecules (300ml c.p. hal) and the third experiment was performing in
Londrina - PR using the Picoxystrobin + Cyproconazole molecules (300ml pc ha-1). The
three experiments were performed in design of randomized blocks in a factorial 7 x 2, seven
Ni doses (0; 10; 20; 40; 60; 80 e 100 g ha?) associated or not to fungicides, and four
replications totaling 56 plots, the treatments were applied at the phenological stage R1 in all
experiments, and only in the experiment 111 was carried out a second application in R4. Along
I11 experiment was also performed an experiment in petri plates to evaluate the effect of Ni on
the germination of Phakopsora uredospores phachyrhizi with the following Picoxystrobin
Cyproconazole + 100 mL L treatment as a control; (0; 0.1; 0.2; 0.3; 0.5; 0.8; 1.0; 2.0; 2.5;
3.0; 3.5; 5.0 g L Ni) with six replications. In the first experiment there was an increase in
nitrogen content and SPAD index, and the smaller Ni doses there was an increase in
productivity. Regarding the physiological quality of seeds, germination and emergence rate
increased linearly with increasing Ni doses without fungicide. However, when Ni was
associated with pyraclostrobin the germination percentage showed a quadratic fit with
increased germination to the dose of 40 g ha™® Ni. In the second experiment there was the
naturally occurring powdery mildew (Erysiphe diffusa), and the application of Ni 60 g ha™
associated with 300ml c.p. ha® fungicide reduced the severity of powdery mildew than 99%,
maximum activity of the enzymes urease, superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and
peroxidase (POD) were observed. In the third experiment in the ‘in vitro’ test, the application
of Ni controlled urediniospores of Phakopsora pachyrhizi germination, however in the field
Ni was not effective in controlling asian soybean rust, and there was no significant difference
in productivity. The combination of Ni and fungicide doses increased the concentration of
hydrogen peroxide and lipid peroxidation, indicating the formation of reactive oxygen species
in the leaf tissue. In all experiments was increased Ni content in the leaves and grains.There
was synergistic effect of fungicides on the urease activity in smaller doses.

Keywords: Urea. Disease control. Soybean. Glycine max. Antioxidant enzymes.



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO |

Papel fisioldgico do niquel e relagdes com doencas fungicas em plantas

Figural - Sintomatologia de deficiéncia de niquel (Ni) em trifdlios de

soja (Glycine max L. Merrill) cultivadas em condig¢oes

(010 1 f0] F-To - OSSPSR 20
Figura2 - Comparacdo entre folhas de pecd (Carya illinoinensis) com

sintomatologia de deficiéncia de niquel (Ni) (esquerda),

denominadas popularmente com ‘orelha de rato’, e folhas com

desenvolvimento normal (direita), em condigdes controladas..... 21
Figura3 - Distribuicdo do Ni nas plantas Mais de 50% do Ni fica retido

nas raizes, e 80% do total retido na raiz fica localizado no

cilindro vascular. O Ni no caule e folhas s&o localizados

principalmente nos vacuolos, paredes celulares e tricomas

epidermais associados a quelantes tais como: nicotianamina

(NA), histidina (His), citrato, cidos organicos e proteinas com

varias  fungbes  importantes, incluindo  permeases,

metalotioneinas (MT), metalochaperonas e proteinas YS1-like

£ TS 24
Figura4 - Atividade da enzima urease na recuperacdo do NHs* no

metabolismo do alantoina e acido alantéico (A); recuperacdo do

NH4* pelo ciclo da ornitina (B).........cccceevvviveeereviieieresceecee, 28
Figura5 - Efeito do Ni na germinagdo de esporos do fungo

Fusicladosporium CaryigenUm.........ccooeveiereneneerienenie e e 32
Figura6 - Efeito da concentragdo de Ni na incidéncia da ferrugem

(Puccinia hemerocallidis) da Hemerocallis (A) e ferrugem da

peca (Fusicladosporium caryigenum) (B).......c.ccooveveieicicnennne 33

CAPITULO I

Niquel foliar na nutricdo, atividade da urease e qualidade fisiol6gica de sementes de soja

Figura 1

Dados climaticos indicando a temperatura maxima, temperatura
minima, temperatura média e precipitacdo durante a execucdo
do experimento no municipio de Chapaddo do Sul-MS,
2] ] | SR 55
Concentracdo de nitrogénio [A]; fosforo [B]; potassio [C];
calcio [D], magnésio [E] e enxofre [F] em folha diagnose de
soja em resposta a aplicacdo foliar de niquel associado ou nao
A0 TUNQGICIAA. ..o e 59
Concentracdo de boro [A], cobre [B], ferro [C], manganés [D],
zinco [E] e niquel [F] em folha diagnose de soja em resposta a
aplicacdo foliar de niquel associado ou néo ao fungicida............ 61
Concentracdo de niquel (Ni) no grdo de soja [A], unidades
SPAD [B], atividade da urease [C], produtividade [D], nimero

Figura 2

Figura 3

Figura 4



Figura 5

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figuta 7
Figura 8

Figura 9

de vagens por planta [E] e nimero de grdos por vagem [F] de
soja em resposta a aplicacdo foliar de niquel associado ou nédo
A0 TUNQICIAA. ... s
Primeira contagem da germinacdo (PCG) [A], taxa de
germinacdo (G) [B], taxa de emergéncia [C], condutividade
elétrica [D], comprimento da plantula [E] e massa seca da
plantula (S) [F] de soja em resposta a aplicacdo foliar de niquel
associado ou N80 ao fuNGiCida.........cceevveveeveeie i

CAPITULO 11l

Niquel no controle do oidio (Erysiphe diffusa) em plantas de soja

Dados climéticos de precipitagdo (mm), umidade relativa do ar
(%) e temperatura minima, média e maxima (°C) durante o
desenvolvimento do experimento. O experimento foi instalado
préximo a estacdo meteoroldgica da Fazenda Experimental de
Pesquisa e Ensino da Universidade Estadual Paulista localizada
no municipio de Selviria-MS, Brasil.............ccccevvevviviineiecnnn,
Diagnostico visual da severidade de incidéncia do oidio da soja
em resposta a aplicacdo de doses de Ni associado ou ndo ao
FUNQGICTOA. ... e
Eletromicrografia da conidia e hifa do oidio da soja em resposta
a aplicacdo de doses de Ni associado ou ndo ao fungicida...........
Porcentagem de severidade de incidéncia do oidio nos trifélios
da soja em funcdo da aplicacdo de doses de Ni associado ou ndo
A0 FUNQICIAA. ......ociirce e
Atividade da urease (a) e concentracdo de ureia (b) no tecido
foliar de soja em funcédo da aplicacao de Ni associado ou ndo ao
FUNQICTOA. ...
Concentracdo de &cido chiquimico e atividade de enzimas
antioxidativas no tecido foliar de soja em funcdo da aplicacao
de Ni assoaciado ou ndo ao fungicida. (a) concentracdo de
acido chiquimico; (b) atividade da superoxido dismutase; (c)
atividade da catalase, (d) atividade da peroxidase; (e)
peroxidacdo lipidica e (f) concentracdo de perdxido de
NIAFOGENIO. ... et
Teores foliares de nitrogénio e micronutrientes na soja em
resposta a aplicacdo de Ni associado ou ndo ao fungicida...........
Teores de nutrientes em gréos de soja em resposta a aplicagao
de Ni associado ou ndo ao fungicida...........cceevveviveiiesieeiieciens
Numero de vagens e produtividade da soja em resposta a
aplicacdo de Ni associado ou ndo ao fungicida............ccceeeereennnne

63

64

77

85

86

88

89

92

97

98

99



CAPITULO IV

Niquel no controle da ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi) em plantas de soja

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figuta 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 1l

Dados climéticos de precipitacdo (mm), umidade relativa do ar
(%) e temperatura minima, média e méxima (°C) durante o
desenvolvimento do experimento. O experimento foi instalado
préximo a estacdo meteorologica da Fazenda Experimental da
Embrapa Soja, localizada em Londrina, Parand, Brasil...............
Avaliacdo de NDVI utilizando o aparelho GreenSeeker..............
Porcentagem de germinacdo de esporos de Phakopsora
pachyrhizi in vitro sob diferentes concentraces de Ni e sob 10
ppm de picoxistrobina + ciproconazol............ccccocveririeninienenn
Severidade de ferrugem avaliada nos estéagios fenoldgicos R 5.4
(@) e R 5.5 (b) em plantas de soja, e indice de vegetacdo por
diferenca normalizada (NVDI) avaliados em 04 de marco
R5.5(c) e em 07 de marco R5.5 (d) na area experimental em
funcdo da aplicacdo de Ni assoaciado ou ndo ao fungicida..........
Visdo geral do experimento instalado no municipio de
Londrina-PR. As manchas de coloracdo marrom ao lado direito
é a desfolha causada pela ferrugem asiatica............c.ccocerervrennnne.
Visdo geral do terco-médio da planta demonstrando a perda de
folhas. Testemunha (A); tratamento 40 g ha'* (B); tratamento 80
g ha (C); tratamento 100 g ha™ (D)....ccveveveeeeeeeeeeeeee e,
Atividade da urease (a) e concentracdo de ureia (b) no tecido
foliar de soja em funcdo da aplicacdo de Ni assoaciado ou nédo
A0 TUNQGICIAA. ..o
Concentracdo de &cido chiquimico e atividade de enzimas
antioxidativas no tecido foliar de soja em funcdo da aplicacao
de Ni assoaciado ou ndo ao fungicida. (a) concentracdo de
acido chiquimico; (b) atividade da superoxido dismutase; (c)
atividade da catalase, (d) atividade da peroxidase; (e)
peroxidacdo lipidica e (f) concentracdo de perdxido de
NIAFOGENIO. .. .eciecie e
Teores foliares de ferro (a) e niquel (b) em funcéo da aplicacao

Teores de nutrientes (a) potassio; (b) magnésio; (c) niquel em
grdos de soja em resposta a aplicacdo de Ni associado ou ndo ao
FUNQICTOA. ... s
indice SPAD em folhas de soja em funcdo da aplicagdo de Ni
assoaciado ou NA0 a0 TUNGICIAA. .........cccereriiiiieie e

116
118

125

126

127

127

130

134

138

140

141



LISTA DE TABELAS

CAPITULO |

Papel fisioldgico do niquel e relagdes com doencas fungicas em plantas

CAPITULO I1I

Niquel foliar na nutricéo, atividade da urease e qualidade fisiologica de sementes de soja

Tabelal - Correlagdo de Pearson entre as varidveis analisadas nesse
L2351 (0o o ST PSTRS 66

CAPITULO 111

Niquel no controle do oidio (Erysiphe diffusa) em plantas de soja

Tabelal - Correlagdo de Pearson entre as varidveis analisadas nesse
L2351 (0o oSSR SUPSTRS 101

CAPITULO IV

Niquel no controle da ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi) em plantas de soja

Tabelal - Tratamentos aplicados para avaliagdo dos efeitos “in vitro” de
sulfato de niquel sobre P. pachyrhizi. Londrina — PR, 2016........ 114
Tabela2 - Correlagdo de Pearson entre as varidveis analisadas nesse

ST (1[0 [ TR TR T T TR TR TTTTTRTTRRRRTRRRR 143



SUMARIO

CAPITULO |

Papel fisioldgico do niquel e relagdes com doencas fungicas em plantas

3 INTRODUGAO ..ottt 18
4 REVISAO DE LITERATURA. ....oo oot 20
4.1 SINTOMATOLOGIA DE DEFICIENCIA DE NI EM

PLANTAS ..ottt e e et ee et eeeeeeeeneeeens 20
4.2 ABSORCAO, ASSIMILACAO E ACUMULO DE NI EM

PLANTAS .ot e et ee et eeeeeeeeeeneees 22
4.3 INTERACAO DO NI COM OUTROS NUTRIENTES.............. 25
4.4 PAPEL FISIOLOGICO DO NI EM PLANTAS.....coooeeeeeeeenn 26
45 NIQUEL E ESTRESSE ANTIOXIDATIVO EM PLANTAS..... 29
4.6 NIQUEL NO CONTROLE DE DOENCAS FUNGICAS........... 31
4.7 PRINCIPAIS DOENCAS FUNGICAS DA SOJA........cccoeunne. 34
4.8 OIDIO (ERYSIPHE DIFFUSA).......oiiiiiiereeiesieeessesieseseensneian, 36
4.9 FERRUGEM ASIATICA (PHAKOPSORA PACHYRHIZI) 37

REFERENCIAS. ..o oo es e s e, %

CAPITULO 1

Niquel foliar na nutricdo, atividade da urease e qualidade fisiolgica de sementes de soja

3 INTRODUGAO.........oieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeesess s, 52
4 MATERIAL E METODOS........ccooeveeeeieeieeereseneesesenensnes 53
4.1 CARACTERIZACAO DA AREA EXPERIMENTAL........... 53
4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E

TRATAMENTOS ..o 54
4.3 INSTALACAO E CONDUCAO DO EXPERIMENTO......... 54
4.4 VARIAVEIS ANALISADAS.........cocooveeeieeeeerseeeeeennnen, 55
4.4.1 AnNalise Utricional............cccooveiiiic i 55
4.4.2 Indice de Clorofila............ccvveveeevieeeeeeeeeee e, 56
443 Atividade da urease (EC 3.5.1.5)...cccccccviviiiiiiciiciccieciee, 56
44.4 AvaliacOes de Crescimento e Produtividade....................... 56
4.4.5 Qualidade Fisioldgica De Sementes..........cccccceevveviieiieiieennnne 57
4.5 ANALISE ESTATISTICA. ..o 57
5 RESULTADOS E DISCUSSAO.........cccovvnveireirereniennnen. 57
6 CONCLUSAO. ..ot 67

REFERENCIAS. ..o oo, 68



CAPITULO 111

Niquel no controle do oidio (Erysiphe diffusa) em plantas de soja

3 INTRODUGAO.........oieeeeeeeeeeeee e eeeeesesese s, 75
4 MATERIAL E METODOS........ccoveveeeeieesieeeses s 76
4.1 CARACTERIZAC}AO DA AREA EXPERIMENTAL........... 76
4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E

TRATAMENTOS.......oooe e 77
4.3 INSTALACAO E CONDUCAO DO EXPERIMENTO......... 78
4.4 VARIAVEIS ANALISADAS........cootieeseeeeeee e 79
441 AvaliacOes de crescimento e produtividade......................... 79
4.4.2 Avaliacao de severidade de dOENGa..........cccevverveierererennnns 79
443 Miscroscopia eletrdnica de varredura.............c..cccceveeveennenn. 79
4.4.4 Analise nutricional...........cccoceiiiiiiiiiescee 79
4.4.5 Indice de ClOrofila...........ccco.vevevceereieeeeeeeseeee e 80
4.4.6 ANAlISES BNZIMALICAS. .......coveieieierece e 80
4.4.6.1 Coleta do material.........cccooiieniiiniinie s 80
4.4.6.2 Atividade da urease (EC 3.5.1.5)....ccccccuviiiniiiniiiiinieien, 80
4.4.6.3 Contetdo de perdxido de hidrogénio..........ccccccvevveieeieiiennnn, 81
4.4.6.4 Peroxidagao lipidica........ccccevriieriiiiiene e 81
4.4.6.5 Determinacao de Ureia.........cccecveveeiieieesieesie e 81
4.4.6.6 Determinacao de &cido chiquimico...........ccocoeviiiiinciciennn 82
4.4.6.7 Extracdo de proteinas e enzimas antioxidantes..................... 82
4.4.6.8 Determinacao de Proteinas..........coevveerenerinene e 82
4.4.6.9 Superdxido Dismutase (SOD, EC 1.15.1.1).....cccccccevvevurennne. 83
4.4.6.10 Catalase (CAT, 1.11.1.6)..ccceciriiiiiniieeeie e 83
4.4.6.11 Peroxidase (EC. 1.11.1.7) ..o 83
4.5 ANALISE ESTATISTICA. ...t 84
5 RESULTADOS E DISCUSSAO.........ccoovvvreireirerenerenen, 84
5.1 EFEITO DO NI NA SEVERIDADE DO OIDIO.................... 84
5.2 ATIVIDADE DA UREASE E CONCENTRACAO DE

UREIA . e 87
5.3 TEOR PROTEICO E ENZIMAS ANTIOXIDATIVAS......... 91
5.4 AVALIA(;AO DO ESTADO NUTRICIONAL.........ccocn.... 95
5.5 PARAMETROS DE PRODUTIVIDADE...........cccocovvvernnn. 99
6 CONCLUSAO.........oiiiieieisiseie s 102

REFERENCIAS......ooiiiiieneiseieeee st 103

CAPITULO VI
Niquel no controle da ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi) em plantas de soja

3 INTRODUGAO . ......c.oooieieeeieeeeeeeeeeseseesessesses s 112
4 MATERIAL E METODOS........ccooooeveeeeeeseessenensiennines 114
4.1 EXPERIMENTO 1 - EFEITO DO NI NA GERMINA(}AO

DE UREDINIOSPORO DE P. PACHYRHIZL........c.cccoc........ 114
4.2 EXPERIMENTO 2. APLICA(;AO DE NI ASSOCIADO

OU NAO AO FUNGICIDA NA SEVERIDADE DA



421
4.2.2
4.2.3
4.2.4
4241
4.2.4.2
4.2.4.3
4244
4.2.4.5
4.2.4.6
4.246.1
4.2.4.6.2
4.2.4.6.3
4.2.46.4
4.2.4.6.5
4.2.4.6.6
4.2.4.6.7
4.2.4.6.8
4.2.4.6.9
4.2.4.6.10
4.2.4.6.11
4.3

5

5.1

5.2

5.3
54
5.5
5.6
6

FERRUGEM ASIATICA E METABOLISMO
ANTIOXIDANTE NA CULTURA DA SOJA......ccooeveien.
Caracterizacao da area experimental............cccoovonennnnn,
Delineamento experimental e tratamentos..........................
Instalac@o e conducao do experimento..........cccoeevvvervvennnne.
Variaveis analisadas..........ccoccervriieniiinieneee e
AvaliagOes de crescimento e produtividade..............ccccoeueeneee.
Avaliacao de severidade de dOENGCa...........ccevverveiveeiesieennn,
indice de vegetacdo por diferenca normalizada....................
Analise NULHICIONAl.........ccoooiiiiiii e
Indice de ClOrofila.........c.ccevveeveeeeeeeeeees s
ANALISES ENZIMALICAS. .....cveveieiiicieeee s
Coleta do material.........c.cccovvereiiiniice e
Atividade da urease (EC 3.5.1.5)....ccccccevviiiiiciicieiie e
Contetdo de peroxido de hidrogénio...........ccccveeeerenenennen,
Peroxidacao lipidiCa..........ccccveiveiiiiiicieceee e
Determinacao de UFeIa.........ccoovvreerieriiriinieie e
Determinacao de acido chiquimico............ccccocevvevneiicieennenn,
Extracdo de proteinas e enzimas antioxidantes.....................
Determinacao de proteinas.........ccceevvevveieeieeieseeseeieeseenie,
Superdxido Dismutase (SOD, EC 1.15.1.1).....cccccecvvvvvrennnne.
Catalase (CAT, L.11.1.6).ccccicieciecieieee e
Peroxidase (EC. 1.11.1.7) .o
ANALISE ESTATISTICA ...
RESULTADOS E DISCUSSAO.........cccoommirinrieieninsiennns
EFEITO DO NI NA GERMINACAO E SEVERIDADE DA
FERRUGEM........c.oiii et
ATIVIDADE DA UREASE E CONCENTRACAO DE

TEOR PROTEICO E ENZIMAS ANTIOXIDATIVAS.........
AVALIACAO DO ESTADO NUTRICIONAL..........cccve.....
INDICE DE CLOROFILA. ..o oottt
PARAMETROS DE PRODUTIVIDADE.........cccoooeeeeennn.
CONCLUSAO. ... oo
REFERENCIAS. ..o eeeeeeeeeeeeeee ettt en e

115

115
116
117
117
117
117
118
118
119
119
119
119
120
120
121
121
121
122
122
122
123
123
123

123

128
131
136
140
141
144
145



16

CAPITULO |

Papel fisioldgico do niquel em plantas e controle de doencas fungicas

RESUMO

O niquel (Ni) € um micronutriente para as plantas. E componente estrutural da urease, enzima
que catalisa a degradagdo da ureia em dioxido de carbono e ambnia. No caso das espécies
leguminosas, 0 Ni exerce influéncia direta no processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio por
ser constituinte da enzima hidrogenase. No processo de fixacdo bioldgica do nitrogénio, a
enzima nitrogenase realiza a quebra da tripla ligacdo da molécula do gas nitrogénio, formando
amonia e hidrogénio. Além disso, baixas concentragdes de Ni ativa o sistema antioxidativo
pelas enzimas superoxido dismutase, peroxidase e catalase. 1sso permite que as concentragdes
enddgenas de peroxido de hidrogénio e acimulo de malondialdeido diminua no tecido foliar.
Desta forma, sdo formadas baixas taxas de peroxidacéo lipidica na membrana celular devido a
ndo formacdo de espécies reativas de oxigénio no tecido foliar da planta. O Ni ativa o
metabolismo secundério de plantas como a sintese de fitoalexinas. A urease nao é responsavel
somente pela reciclagem de nitrogénio na célula vegetal, mas apresenta também papel
antifangico. A aplicacdo foliar de solugbes com baixa concentracdo de Ni pode controlar
doencas fangicas como oidio e ferrugem em plantas. O Ni ativa o sistema antioxidativo,
metabolismo secundario, além de impedir a germinacdo de urediniosporo e multiplicacéo de
hifas de diversos fungos. Nessa revisdo serdo discutidos os mecanismos de assimilacdo e
transporte e papel fisiolégico do Ni na nutricdo mineral de plantas, sistema antioxidativo e no
controle de doengas flngicas nas plantas.

Palavras-chave: Enzimas antioxidativas. Metabolismo secundéario. Micronutrientes. Urease.

Estresse oxidativo.
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Physiological roles of nickel in higher plants and fungal disease control

ABSTRACT

Nickel (Ni) is a micronutrient for higher plants. It is a structural component of urease enzyme
that catalyzes the degradation of urea into ammonia and carbon dioxide in plant cell tissues.
Nickel plays a direct influence on biological nitrogen fixation process because it is constituent
of hydrogenase enzyme. During the biological nitrogen fixation process in legume plants, the
nitrogenase enzyme breaks down the triple nitrogen bond into ammonia and hydrogen.
Moreover, low concentrations of Ni supply to plants can elicits antioxidant metabolism by
acting of superoxide dismutase, catalase and peroxidase enzymes. These antioxidant enzymes
consume endogenous hydrogen peroxide decreasing the malondialdehyde (lipid peroxidation)
accumulation in plant cell membranes. In addition, Ni acts on secondary metabolism of plants
such as phytoalexin biosynthesis. The urease enzyme shows antifungal properties in several
types of crops. Foliar spray application using solutions with low Ni concentration can fight
against fungal diseases such as powdery mildew and rust in several types of plants. Nickel
activates the antioxidant system, secondary metabolism, and fight against fungal diseases by
inhibition of urediniospore germination and fungal hyphae multiplication. In this review will
be discussed the Ni assimilation, transport, and the physiological role of Ni focused on
mineral plant nutrition, antioxidative metabolism and fungal disease control in plants.

Keywords: Antioxidative enzymes. Secundary metabolism. Micronutrient. Urease. Oxidative

stress.
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3 INTRODUCAO

O niquel teve sua essencialidade comprovada, por ser componente da enzima urease
(EC 3.5.1.5., ureia amidohidrolase), satisfazendo os critérios diretos (DIXON et al. 1975), e
indiretos ao demonstrar que soja (ESKEW; WELCH; CARY, 1983), feijdo (Vigna
unguiculata) (ESKEW; WELCH; NORVELL, 1984) e cevada (BROWN; WELCH; CARY,
1987), ndo completam seu ciclo de vida na auséncia do metal, adicionando o Ni a lista de
micronutrientes. A urease ocorre em duas formas isoenzimaticas nas plantas de soja, uma de
alta expressdo 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 (POLACCO; MAZZAFERA; TEZOTTO, 2013; FABIANO et
al., 2015). Recentemente foi descoberto uma novo gene codificador de urease designado Eub5,
porém 0s autores sugerem que a enzima codificada por esse gene nao estd envolvida no
metabolismo do Ni nas plantas, mas sim em outras fungfes ainda ndo determinadas
(WIEBKE-STROHM et al., 2016).

No caso das espécies leguminosas, o Ni exerce influéncia direta no processo de
fixacdo biologica de nitrogénio (FBN), por ser constituinte da enzima hidrogenase
(SELLSTEDT; SMITH, 1990; LAVRES; FRANCO; DE SOUSA CAMARA, 2016), e
também pelo fato da enzima urease beneficiar a simbiose com Bradyrhizobium japonicum
(MEDEIROS-SILVA et al., 2014). Além disso, as leguminosas apresentam duas rotas
adicionais de producéo de ureia: o catabolismo de purina, conduzindo a formacéo de ureidos,
tais como a alantoina e &cido alantoico, e da hidrolize do acido alantdico em glioxilato e ureia
na reacao catalisada por allantoicase (WELCH, 1981; WALKER et al., 1985; ZONIA et al.,
1995).

Pulverizacdes foliares com Ni em baixas doses, também aumentam a tolerancia ao
estresse bidtico e abidtico nas plantas, uma vez que esse micronutriente é elicitor do
metabolismo antioxidante elevando a atividade de enzimas do ciclo ascorbato-glutationa,
entre elas a catalase (CAT), peroxidase (POD) e superoxido dismutase (SOD), que protegem
as células das plantas contra radicais livres (GONZALEZ et al., 2015), e de alguns
metabolitos secundarios originados na rota do é&cido chiquimico, como flavonoides,
antocianinas e fendis (SCALABRIN; RADAELLI; CAPODAGLIO, 2016), devido ao seu
efeito sobre a via do acido chiquimico, amenizando também efeitos de deriva da aplicacdo do
herbicida (KUTMAN; KUTMAN; CAKMAK, 2013b).
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O Ni tem efeito direto ou indireto sobre microrganismos que promovem doencas em
plantas, sendo especialmente efetivo nas doencas causadas por fungos (KISHORE; PANDE;
RAO, 2001; WOOD; REILLY, 2007; REIS et al., 2014). Assim, sintomas causados por
doencas em plantas de feijdo caupi (GRAHAM et al.,, 1985), Hemerocallis (REILLEY;
CRAWFORD; BUCK, 2005), arroz (WOOD; REILLY, 2007), amendoim (KISHORE;
PANDE; RAO, 2001; WOOD; REILLY, 2007), pecd (WOOD et al., 2011) e soja
(QUEIROZ, 2012). O efeito indireto foi observado quando plantas mutantes sem genes para
producdo da enzima urease apresentaram maior incidéncia de sintomas do que plantas
normais (WIEBEK-STRHOM et al., 2012).

Apesar das varias estratégias de manejo, o uso de fungicidas ainda constitui a principal
ferramenta no controle das doencas em plantas de soja (GODOY et al., 2015a). No entanto,
algumas moléculas de fungicidas tem se tornado menos eficientes no controle de doencas, de
forma que alguns estudos tem avaliado novamente o uso de velhos fungicidas multi-sitio,
como mancozeb e sulfato de cobre, que apresentam baixo risco de resisténcia (GODOQY et al.,
2016).

Dessa maneira, o Ni pode vir a ser uma alternativa no controle de doencas fungicas,
realizando papel similar ao de fungicidas multi-sitio. Assim, o presente trabalho teve por
objetivo avaliar o efeito do Ni, associado ou ndo ao controle quimico com fungicida, de
doencas na cultura da soja com énfase no estado nutricional e no estresse antioxidativo, e

qualidade de sementes.
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4 REVISAO DE LITERATURA
4.1 SINTOMATOLOGIA DE DEFICIENCIA DE NI EM PLANTAS

A deficiéncia de niquel inibe a atividade da enzima urease fazendo com que ocorra
acumulo de ureia em niveis toxicos nas folhas, ocasionando o aparecimento de manchas
necroticas, impedindo o desenvolvimento da cultura e em casos mais severos provocando até
a morte das plantas (REIS et al., 2014). Em leguminosas e outras dicotiledoneas séo
observados sintomas de necrose nas pontas dos foliolos (Figura 1) (ESKEW; WELCH,;
NORVELL, 1984), enquanto que em monocotiledéneas sdo observados sintomas de clorose
nas folhas, similar a induzida por deficiéncia de ferro, incluindo clorose internerval e necrose
irregular nas folhas jovens (BROWN; WELCH; CARY, 1987).

Figura 1- Sintomatologia de deficiéncia de niquel (Ni) em trifolios de soja (Glycine max L.
Merrill) cultivadas em condicdes controladas.

Fonte: Eskew, Welch e Cary (1983).

Como consequéncia da deficiéncia de niquel, o metabolismo de ureideos, aminoacidos
e de acidos organicos é perturbado, fazendo com que os acidos oxalico e malico se acumulem
(BAI; REILLY; WOOD, 2006), juntamente com 0s niveis toxicos de ureia, ocasionando 0s
sintomas de manchas necrdticas associados a deficiéncia de Ni (MALAVOLTA; MORAES,
2007)
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Por outro lado, a aplicacdo foliar de Ni ou sua adi¢do a solucdo nutritiva ameniza
sintomas foliares de toxicidade causados pelo acumulo de ureia, como observado em plantas
de soja (KUTMAN; KUTMAN; CAKMAK, 2013a) tomate (TAN; IKEDA; ODA, 2000) e
colza (ARKOUN et al. 2013).

Figura 2- Comparacdo entre folhas de pecd (Carya illinoinensis) com sintomatologia de
deficiéncia de niquel (Ni) (esquerda), denominadas popularmente com ‘orelha de rato’, e
folhas com desenvolvimento normal (direita), em condic¢Ges controladas.

‘-
’_
.\

Fonte: Bai, Reilly e Wood (2006).

Plantas cultivadas com privacdo de Ni também produzem sementes com baixo indice
de germinacéo, e plantulas com crescimento reduzido. Esse quadro € revertido com a adi¢éo
de Ni a solucdo de crescimento dessas sementes (ESKEW; WELCH; CARY, 1983; BROWN;
WELCH; CARY, et al., 1987). Entretanto, o conteddo de Ni na semente tem maior influéncia
sobre a germinacao e vigor de plantulas, sendo capaz inclusive de evitar sintomas de toxidez
pela aplicacdo foliar de ureia, de forma que a aplicacdo de Ni ndo substitui o contetdo de
reserva da semente (ESKEW; WELCH; NORVELL, 1984; KUTMAN; KUTMAN;
CAKMAK, 2012; KUTMAN; KUTMAN; CAKMAK, 2013b).Em condicdes de cultivo a
campo, foram relatadas apenas duas espécies que apresentam sintomas de deficiéncia de Ni,
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pecd, que apresenta sintomas conhecido como ‘‘orelha-de-rato’’ apresentado na Figura 2
(WOOD; REILLY; NYCZEPIR, 2006) e Betula nigra (RUTER, 2005). Na maioria das
espécies de plantas, raramente é observada a deficiéncia de Ni, isso porque a quantidade
exigida pelas culturas desse metal € muito baixa, e o limite entre as concentragdes adequadas
e as toxicas é grande em comparacdo com outros metais pesados (KUPPER; KRONECK,
2007).

4.2 ABSORCAOQ, ASSIMILACAO E ACUMULO DE NI EM PLANTAS

O niquel ¢é absorvido pelas plantas principalmente através das raizes, sendo gque essa
absorcdo pode ocorrer tanto por transporte ativo como por transporte passivo (KABATA-
PENDIAS; PENDIAS, 2011), dependendo da concentracdo de Ni na solu¢do (TEMP, 1991).

O Ni também pode ser absorvido via foliar, como apontado por Yusuf et al. (2011),
em que a aplicacdo foliar do radiois6topo ®3Ni em plantas de girassol (Helianthus annus L.),
revelou que 36% do Ni foi translocado aos demais o6rgdos. Tendéncia similar foi observada
também em folhas de aveia (Avena sativa L.), soja e tomate (Lycopersicon lycopersicum L.)
pulverizadas com solugdo de sais de Ni. Em ambientes de condic¢des de alta poluicdo do ar
por Ni, foi observada absor¢cdo do elemento pelas folhas de Betula pubescens subsp.
czerepanovi, sendo a concentracdo de Ni nas folhas superior para absorcao foliar, quando esta
foi comparada a absorcao via solo (KOZLOQOV et al., 2000).

A forma cationica, Ni%*, é mais prontamente absorvida, e mais toxica para as plantas
do que as formas complexadas de Ni (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2011), como
quelatos de &cidos organicos ou metaléforos (REIS et al., 2014). Porém o Ni apresenta
também outras 4 valéncias, 0, 1+, 3+ e 4+, que ndo sdo absorvidas pelas plantas (LIU;
SIMONNE; LI, 2011).

O transporte ativo de Ni?* quelatizado também ¢ possivel, e ocorre através de
proteinas que se ligam especificamente com Ni?*, em um sistema de transporte de proteinas
de alta-afinidade, através de permeases (HoxN - high-affinity nickel transport protein),
metaloteinas (MT) e metalocaperones (CHEN; HUANG,; LIU, 2009).

Dentro da planta o niquel pode ser translocado tanto via apoplasto quanto via
simplasto, isto pois o Ni pode se acumular tanto na parede celular quanto em protoplastos
(CATALDO et al., 1988; TEMP, 1991; KRAMER et al., 1997; SAGNER et al., 1998;
ZELLER; FELLER, 1998). O transporte do niquel a longas distancias dentro da planta pode
envolver tanto o xilema quanto o floema (ZELLER; FELLER, 1998). No floema a mobilidade
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¢ alta, sendo que na senescéncia, até 70% do niquel acumulado na parte aérea pode ser
deslocado para as sementes (CATALDO; GARLAND; WILDUNG, 1978).

Além de sua forma ibnica, o Ni pode ser transportado ligado a proteinas especificas e
complexado com ligantes metalicos como nicotinamida (NA), histidina (His) e acidos
organicos, com citrato e malato e peptideos (CATALDO et al., 1988; HOMER et al., 1991;
TEMP, 1991; KRAMER et al., 1996; PERSANS et al., 1999; KRAMER, 2000; CHEN;
HUANG; LIU, 2009; WHITE 2012), como demonstrado na Figura 3, resultando em uma
maior mobilidade desse micronutriente no xilema (WHITE, 2012). Sem a formacdo de
quelatos, o movimento do Ni é severamente retardado devido a elevada CTC na parede
celular do xilema (REIS et al., 2014). No floema, o Ni é primeiramente associado a acidos
organicos e aminoécidos (GERENDAS; SATTELMACHER, 1999; BROWN, 2006).

Vérias espécies de plantas incluem também complexos de Ni com agua Ni(H20)e%*
(LEE et al., 1977; KERSTEN et al., 1980), bem como, complexos com asparagina (WHITE,
2012) e glutationa (FREEMAN et al., 2004; NOCTOR et al., 2012; TEZOTTO, 2015). Ao ser
quelatizado, o Ni pode ser ligado ao citossol, a nivel intracelular, ou, a compartimentos
subcelulares, para ser transportado, translocado e acumulado dentro da planta (CHEN;
HUANG; LIU, 2009).

Espécies de plantas variam em sua capacidade de acumular metais pesados. Um alto
acumulo de metais pesados e sua distribuicdo nos diversos 6rgdos dependem das
caracteristicas morfofisioldgicas de cada planta (SEREGIN; KOZHEVNIKOVA, 2006).

De forma geral, as espécies de plantas sdo classificadas em trés grupos: 1. As
acumuladoras, que estocam metais nos brotos sob alta ou baixa concentracdo de metal no
solo; 2. As indicadoras, que a concentracdo de metal na planta refletem a concentragdo do
metal no ambiente; 3. As exclusoras, que restringem a transferéncia dos metais pesados para
os brotos, independente de quéo alta esteja a concentracdo no ambiente e nas raizes (BAKER,
1981; SEREGIN; KOZHEVNIKOVA, 2006).

A maioria das espécies pertencem ao grupo das exclusoras. Assim, o Ni fica
predominantemente acumulado nas raizes de Zea mays, Typha latifolia, Alyssum montanum,
Thlaspi arvense, Glycine max, Avena sativa, Cyperus difformis, Chenopodium ambrosioides,
Digitaria  sanguinolis,  Triticum aestivum e Hordeum vulgare (SEREGIN;
KOZHEVNIKOVA, 2006). No entanto, quando o acumulo de Ni excede um limite
caracteristico, 0s mecanismos de desintoxicacdo da planta se torna menos eficiente. Como
resultado, o controle de entrada de metais para as brotagdes é perdido, e a planta passa a
perecer (SEREGIN; IVANOV, 2001).
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Figura 3- Distribuicdo do Ni nas plantas. Mais de 50% do Ni fica retido nas raizes, e 80% do
total retido na raiz fica localizado no cilindro vascular. O Ni no caule e folhas sdo localizados
principalmente nos vacuolos, paredes celulares e tricomas epidermais associados a quelantes
tais como: nicotianamina (NA), histidina (His), citrato, acidos organicos e proteinas com
varias funcbes importantes, incluindo permeases, metalotioneinas (MT), metalochaperonas e
proteinas YS1-like (YSLs).

Folha

Quelato

Legenda: parede celular (CW), cloroplastos (Chl), cortex (Co), citoplasma (Cp), endoderme (En),
tricoma epitelial (Ep), epiderme abaxial (LEp), ntcleo (N), parénquima palicadico (PP), floema (P),
feixes vasculares (Pi), raizes peliferas (Rh), parénquima esponjoso (SP), epiderme adaxial (UEp),
vacuolos (Va), cilindro vascular (VC), xilema (X).

Fonte: Chen, Huang e Liu (2009).

Em plantas de soja, mais de 50% do Ni absorvido fica retido nas raizes quando ocorre
absorcdo radicular (Figura 3) (CATALDO; GARLAND; WILDUNG, 1978). Alguns autores
atribuem esse efeito ao sequestro nos sitios de troca de cations no parénquima das células que
formam a parede do xilema, bem como a imobilizacdo do metal em vacuolos nas raizes
(SEREGIN; KOZHEVNIKOVA, 2006; CHEN; HUANG; LIU, 2009). Além disso, mais de
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80% do Ni nas raizes esta localizado no cilindro vascular, enquanto que menos de 20% esta
presente no cortex (Figura 3) (CHEN; HUANG; LIU, 2009).

De maneira geral, o Ni presente nos ramos e folhas esta localizado em vacuolos,
parede celular e em tricomas na epiderme, associados com citrato, malato e malonato (CHEN;
HUANG; LIU, 2009). A concentracdo de Ni em plantas crescendo em solos nédo
contaminados varia entre 0,05 a 5,0 mg kg de massa seca (WELCH, 1981; BROOKS, 1980),
enquanto que teores considerados normais que variam até 10 mg kg™ de Ni (GERENDAS et
al., 1999).

4.3 INTERAC}AO DO NI COM OUTROS NUTRIENTES

Na presenca de Ni, o conteudo de nutrientes minerais em Orgdos de plantas pode
aumentar, diminuir, ou permanecer mesmo (SEREGIN; KOZHEVNIKOVA, 2006).
Barsukova e Gamzikova (1999), aplicando altas concentracfes de Ni, constataram que o
contetdo de ferro, manganés e zinco nas folhas diminuiram durante a fase de perfilhamento
em Triticum aestivum, enquanto que nas raizes apenas o contetdo de manganés diminuiu. J4,
um aumento no teor de Ni de 50 a 200 mg kg de solo diminuiu os teores de cobre e
magnésio na cariopse, € de magnésio e calcio nos brotos. Em experiéncias com plantas de
azevém Khalid e Tinsley (1980) demonstraram que o teor de ferro aumentou nos brotos
submetidos a baixas concentra¢fes de niquel, e diminuiu a concentracdes mais elevadas,
enguanto que os teores de zinco e manganés diminuiram na presenca do Ni.

Um dos provaveis meios que afetam a absor¢do de macro e micronutrientes estad na
competicdo estabelecida entre Ni?* e outros cations por locais de ligagdo comuns. Segundo
Barsukova e Gamzikova (1999), tal mecanismo pode operar quando 0s raios idnicos tém
tamanhos semelhantes, como a absor¢do de Mg?* (78 pm), Fe?* (82 pm) e Zn?* (83 pm) é
diminuida na presenca de Ni?* [raios idnicos em parénteses sdo do (EMSLEY, 1991)].

Ainda é desconhecido algum transportador especifico para o ion Ni?* (GUERINOT, 2000;
LI et al.,, 2001; REIS et al., 2014), no entanto, este processo pode empregar Vvarios
transportadores inespecificos (SEREGIN; KOZHEVNIKOVA, 2006; WHITE, 2012), e cada
espécie pode utilizar diferentes mecanismos moleculares para a absor¢do de Ni e de outros
metais (SEREGIN; KOZHEVNIKOVA, 2006).

Alguns pesquisadores sugerem que Ni entre nas células vegetais atraves de canais de
calcio ativado (BOYD; MARTENS, 1998; EHLKEN; KIRCHNER, 2002). Trabalhando com

plantas hiperacumuladoras de Ni, Boyd e Martens (1998) observaram um efeito sinérgico do
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calcio sobre a absorcdo de Ni em Berkheya coddii, em contra partida, Gabbrielli e Pandolfini
(1984) demonstraram que calcio reduziu a absor¢do de Ni por Alyssum bertolonii.

Estudos sugerem também que o Ni em sua forma soltvel pode ser absorvido também
por transportadores de magnésio (NISHIDA et al., 2015). Membros de transportadores de
magnésio da familia MRS/MGT de Arabidopsis se mostraram ativos na absorcdo de Ni em
levedura (LI et al., 2001; LI et al., 2008). Ademais, 0 magnésio inibe a absor¢do de Ni em
algas, cevada e espinafre (NISHIDA et al., 2015). Por outro lado, em plantas de soja né&o foi
relatada a mesma interacdo (CATALDO; GARLAND; WILDUNG, 1978).

O Ni ainda pode ser absorvido atraves do sistema de transporte de metais divalentes
juntamente com zinco e cobre, sendo que a competitividade entre os trés ions foi demostrada
em soja (CATALDO; GARLAND; WILDUNG, 1978), e cevada (KORNER; MOLLER,;
JENSEN, 1987). Varios estudos tem mostrado que alguns transportadores Zrt/Irt membros da
familia ZIP séo ativos no transporte de Ni (NISHIDA et al., 2015). White (2012) ainda sugere
que transportadores da familia ZIP também transportam manganés, permitindo que haja
competicdo entre ele o Ni.

Buscando elucidar o mecanismo subjacente de fitotoxicidade de Ni, Nishida et al.
(2015), estudaram o mecanismo molecular de acumulo de Ni utilizando Arabidopsis thaliana
como modelo. Os autores observaram que o excesso de Ni é absorvido pelo sistema de
absorcdo de ferro em A. thaliana, que esta associada ao gene regulador de transporte de ferro
1 (IRT1- Iron-regulated transporter 1), que é homologo aos transportadores da familia ZIP, e
determinado como principal transportador de absorcdo de Fe em raizes (NISHIDA et al.,
2011). Além disso, Nishida et al. (2012), observaram que o0 excesso de acimulo de Ni induz a
expressdo do gene IRT1, e esta associado com uma desordem da homeostase de ferro,
sugerindo que o acumulo de Ni acelera ainda mais o sua absor¢éo por IRT1.

Como um todo, o efeito inibitorio dos ions metalicos na absorcéo e translocacdo de
Ni%* em raizes de brotos diminui na seguinte ordem: Fe**> Co?*> Ca**> Mg?" >> K* > Na*
(TEMP, 1991). Segundo Cornu et al., (2014), a coordenagdo de distribuicdo e transporte
obedece a constante de estabilidade da série Irving-Williams, que refere-se a estabilidade do
cation divalente as ligacGes terminais S-, N- e O-, que formaram moléculas organicas, na
seguinte ordem Mn (11) < Fe (1) < Co (1), Ni (1), Cu (1) > Zn (1I).

4.4 PAPEL FISIOLOGICO DO NI EM PLANTAS
O Ni esta envolvido no funcionamento de ao menos nove enzimas (LI; ZAMBLE,

2009) incluindo glyoxalases familia (I), deformilase de péptido, redutase metil-COM e
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ureases, e algumas superoxido dismutase e hidrogenases (KUPPER; KRONECK, 2007;
FRANCO; 2015). Sendo assim, o Ni atua em varios processos metabdlicos importantes,
incluindo ureolises, o0 metabolismo de hidrogénio, metano e biogénese acitogenesis (CHEN;
HUANG; LIU, 2009).

A essencialidade do Ni nas plantas foi provada por Dixon et al. (1975), por preencher
o critério direto de essencialidade, devido a sua participagdo na metaloenzima urease, enzima
que catalisa a degradacao da ureia em didxido de carbono (CO2) e amdnia (NHs), tendo sido
primeiramente encontrada em sementes de Canavalia ensiformis. Os trabalhos de Eskew,
Welch e Cary (1983), Eskew, Welch e Norvell (1984) e Brown et al. (1987) confirmaram sua
essencialidade para as plantas superiores, ao demonstrar que plantas de soja, feijao e cevada
apresentavam baixa atividade da urease 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
expressdao 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 (POLACCO; MAZZAFERA; TEZOTTO, 2013; FABIANO et
al., 2015). Recentemente foi descoberto um novo gene codificador de urease designado Eub5,
porém os autores sugerem que a enzima codificada por esse gene ndo estd envolvida no
metabolismo do Ni nas plantas, mas sim em outras fungdes ainda desconhecidas (WIEBKE-
STROHM et al., 2016).
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Figura 4- Atividade da enzima urease na recuperacdo do NH4* no metabolismo do alantoina e acido
alantoico (A) recuperacdo do NH.* pelo ciclo da ornitina (B) (BAI; REILLY; WOOD, 2006).
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Legenda: GS — glutamina sintetase, NH4* - amdnio, CO. — di6xido de carbono.
Fonte: Reis et al. (2014).

A ureia, além de ser uma das principais fonte de nitrogénio entre os fertilizantes,
também pode ser sintetizada pelas plantas. Em primeiro lugar, a ureia é produzida durante o
passo terminal do ciclo da ornitina, como produto do catabolismo da arginina, como
demonstrado na Figura 4-B, que é particularmente importante no processo de remobilizacdo
do nitrogénio durante a germinacdo de sementes e durante o processo de senescéncia, e esta
presente em todas as plantas superiores (WALKER et al., 1985; WITTE, 2011; KUTMAN;
KUTMAN; CAKMAK, 2013a).

Plantas de soja e outras plantas da familia Fabaceae ainda possuem duas vias
adicionais de biossintese da ureia: através do catabolismo de purina, conduzindo a formacao
de ureidos, que compdem a principal forma de reserva para translocagdo de nitrogénio a partir
de raizes em rebentos (via caracteristica de leguminosas); e finalmente, um percurso adicional
a partir de um aminoacido néo proteico, a canavanina, encontrada apenas em feijao de porco e
soja, e que exerce influéncia sobre sintese de glutamina (Figura 4-A); (WALKER et al., 1985;
ZONIA; STEBBINS; POLACCO, 1995).

De maneira geral, aproximadamente metade do fluxo do nitrogénio na planta se da
através da ureia, o qual é reciclado somente pela acdo da enzima urease (POLACCO;
HOLLAND, 1993). Arkoun et al. (2013), estudando a influéncia do Ni e de um inibidor da
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urease em plantas de colza, com e sem fornecimento de ureia, verificaram gque a auséncia de
Ni e a inibicdo da atividade da enzima urease afetaram diretamente o metabolismo do
nitrogénio nas plantas, reduzindo a atividade das principais enzimas relacionadas a
assimilacdo de nitrogénio no tecido vegetal, glutamina sintetase (GS), glutamato sintetase
(GOGAT) e glutamato desidronenase (GDH), concluindo a necessidade de fornecimento de
Ni as plantas.

Foi proposto também que a urease, em combinacdo com a arginase, teriam papel na
utilizacdo das reservas proteicas das sementes durante a germinacéo, ja que a ureia em plantas
deriva primariamente da arginina, que € forma mais importante de transporte e
armazenamento de N nos vegetais (POLACCO; HOLLAND, 1993).

No caso das espécies leguminosas, o Ni exerce influéncia direta no processo de
fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), por ser constituinte da enzima hidrogenase
(SELLSTEDT; SMITH, 1990). No processo de FBN a enzima nitrogenase realiza a quebra da
tripla ligagdo da molécula do gés nitrogénio (N2), formando NHs e hidrogénio (H2). A
formacdo do Ha, pela nitrogenase, indica uso ineficiente de energia que poderia ser utilizada
na fixacdo do Ny, além disso, as altas concentracdes do H. inibem a atividade da nitrogenase,
reduzindo a eficiéncia da FBN. A enzima hidrogenase é capaz de reprocessar parte do gas
hidrogénio (H2) em energia, realocando essa energia para a enzima nitrogenase, levando
assim a uma recuperacio energética (EVANS et al., 1987; LOPEZ et al., 1983). Logo, o
fornecimento adequado de Ni possibilita 0 aumento da atividade da enzima hidrogenase nos
bacterioides, potencializando a nodulacdo e favorecendo a FBN (KLUCAS et al., 1983,
URETA et al., 2005).

Evidéncias circunstanciais indicam que as espécies que transportam ureideos, tais
como nozes, possuem um requisito de Ni superiores a espécie de transporte de amida
(WOOD; REILLY; NYCZEPIR, 2006), aumentando assim a possibilidade de que os
transportadores e ureideos podem possuir enzimas, além da urease, que necessitam de Ni para
a ativacdo ou para aumento na atividade. Candidatos provaveis sdo uma ou mais enzimas que
afetam o catabolismo de ureideos (BAI; REILLY; WOOD, 2006).

4.5 NIQUEL E ESTRESSE ANTIOXIDATIVO EM PLANTAS

O oxigénio molecular (O2) é relativamente n&o reativo no seu estado fundamental, mas
a producdo de espécie reativas de oxigénio (ERO), tais como superdxido (O2*), perdxido de
hidrogénio (H202), radicais hidroxila (*OH) e oxigénio singleto (O2!), é uma consequéncia

inevitavel do metabolismo aerdbico. Em condi¢des de crescimento normais, a producao de
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EROS em ceélulas ocorre a uma taxa baixa; No entanto, fatores ambientais adversos que
perturbam a homeostase celular aumentar a producdo de EROS, levando ao estresse oxidativo
(GOMES-JUNIOR et al., 2006; THAKUR et al., 2013). A peroxidagao lipidica, cujo principal
produto ¢ o malondialdeido (MDA), é indicadora efetiva do dano oxidativo sofrido pelas
células (CHEN; HUANG; LIU, 2009; GONZALEZ et al., 2015).

As plantas respondem ao estresse oxidativo por meio da elevacdo da atividade das
enzimas antioxidantes do ciclo ascorbato-glutationa, tais como a superoxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT), e a peroxidase (POD), que protegem as plantas dos danos
oxidativos (DAS, et al., 1978; SCHICKLER; CASPI, 1999; PANDOLFINI; GABBRIELLI;
COMPARINI, 1992; SEREGIN; IVANOV, 2001). A primeira enzima a agir € a SOD que é
responsavel por dismutar o superdxido (O2) em formas menos toxicas H.O, e O para a
planta. Em seguida CAT e POD sdo responsaveis por transformar o H202 em H.O e O
(THAKUR; SOHAL, 2013).

A atividade das enzimas antioxidantes podem variar de acordo com a duragdo do
tratamento e do tipo de estresse, e entre espécies e partes de plantas (CHEN; HUANG; LIU,
2009). Aplicando Ni em uma concentracdo de 0,5 mM Gomes-Junior et al. (2006) obteve
aumento nas atividades de SOD, CAT e POD em células de cafeeiro, enquanto que a mesma
dose em mudas de Cajanus cajan aumentou as atividades de SOD e POD e diminuiu a
atividade de CAT (RAO; SRESTY, 2000), e em folhas de repolho reduziu as atividades de
CAT e POD (PANDEY; SHARMA, 2002).

Para doses superiores, plantas de aguapé apresentaram aumento nas atividades de
SOD, CAT e POD, sendo que este aumento nas atividades das enzimas antioxidantes foi
acompanhado de reducéo na concentracdo de MDA (GONZALEZ et al., 2015). Ja em plantas
de soja a aplicacdo de 2 mM de Ni, o aumentou as atividades de SOD e CAT, porém reduziu
a atividade de POD, e aumentou a producdo de H20- e a concentragdo de MDA (SIRHINDI
et al., 2015).

Assim, em condi¢Oes ideias o Ni é considerado um elicitor do mecanismo
antioxidativo das plantas, elevando as atividades das enzimas antioxidantes (REIS et al.,
2014; GONZALEZ et al., 2015), aumentando a tolerancia ao estresse biético e abi6tico nas
plantas (THAKUR; SOHAL, 2013).

Foi demonstrado também que o Ni impede o acumulo de acido chiquimico causado
pela aplicacao de glifosato em plantas de trigo (KUTMAN; KUTMAN; CAKMAK, 2013a), e
gue em plantas de soja resistentes o acumulo de acido chiquimico nos nodulos foi
acompanhado de deficiéncia de Ni nas folhas (ZOBIOLE et al., 2010).
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O acido chiquimico € um importante intermediario no metabolismo das plantas, sendo
responsdvel pela sintese dos aminodcidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano
(COLE, 1985), assim, além de estar envolvido na sintese proteica, o &cido chiquimico
também é uma molécula chave na biossintese de varios metabodlitos secundarios como
flavonoides, antocianinas, fenadis, ligninas, derivados indol e varios alcaloides aromaticos que
sdo importantes no metabolismo de defesa das plantas, incluindo a defesa ndo enzimatica
contra o estresse antioxidativo (SCALABRIN; RADAELLI; CAPODAGLIO, 2016).

4.6 NIQUEL NO CONTROLE DE DOENCAS FUNGICAS

O Ni tem efeito direto ou indireto sobre microrganismos que promovem doengas em plantas,
sendo especialmente efetivos nas doencas causadas por fungos (KISHORE; PANDE; RAO,
2001; WOOD; REILLY, 2007; REIS et al., 2014). O Ni é usado em pulveriza¢6es no controle
de doencas fungicas em cereais desde a década de 1930. Na época seu efeito era atribuido ao
acumulo toxico para o fungo sobre a superficie foliar (MISHRA; KAR, 1974). Ensaios ‘‘in
vitro”’ demonstraram o efeito direto do Ni na germinagdo de Phaeoisariopsis personata e
Puccinia arachidis, fungos responsaveis respectivamente pela mancha-de-mycosphaerella e
pela ferrugem do amendoim (KISHORE; PANDE; RAO, 2001), e Phakopsora pachyrhizi
fungo causador da ferrugem asiatica da soja (QUEIROZ, 2012) e para Fusicladosporium
caryigenum causador da pustula ou sarna em pecd, como demonstrado na Figura 5 em que
doses a partir de 50 ppm de Ni ja demonstraram controle do fungo.
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Figure 5- Efeito do Ni na germinacao de esporos do fungo Fusicladosporium caryigenum.
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Fonte: Cortesia do Dr. Bruce Wood “USDA - Department of Agriculture-Agricultural Research Service, USA".

A aplicacdo de sais de Ni reduziu a incidéncia de doencas causadas por Puccinia
hemorocallidis em  Hemerocallis (REILLEY; CRAWFORD; BUCK, 2005),
Fusicladosporium caryigenum em pecéd (WOOD et al., 2011), como demonstrado na Figura 6.
Além disso, também reduziu a incidéncia de Phaeoisariopsis personata e Puccinia arachidis
em amendoim (KISHORE; PANDE; RAO, 2001; WOOD; REILLY, 2007),
Helminthosporium oryzae e Pyricularia oryzae em arroz (WOOD; REILLY, 2007), e
Phakopsora pachyrhizi em soja (QUEIROZ, 2012).
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Figura 6- Efeito da concentracdo de Ni na incidéncia da ferrugem (Puccinia hemerocallidis)
da Hemerocallis (A) e ferrugem da pecé (Fusicladosporium caryigenum) (B).
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Fonte: Cortesia do Dr. Bruce Wood “USDA - Department of Agriculture-Agricultural Research Service, USA".

Aplicando Ni via solo, Graham, Welch e Walker (1985) também obtiveram efeito do
Ni no controle de doencas, sendo observada reducéo do nimero de lesdes necrdticas, causadas
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por Uromyces phaseoli var. vignae em feijdo caupi, sendo demonstrado que o Ni causa
mudancgas fisioldgicas como aumento da atividade da urease que levam a reducdo nos danos
causados por patogenos (GERENDAS et al., 1999).

Recentemente foi demonstrado que a enzima urease esta de fato relacionada a
resisténcia das plantas as doencas, representando assim um dos possiveis efeitos indiretos do
Ni sobre as doengas. Wiebek-Strhom et al. (2012) estudando soja transgénica com supresséo
do gene da urease, observaram lesGes foliares mais evidentes de Phakopsora pachyrhizi no
gendtipo com gene de supressdo quando comparadas as lesbes encontradas nas plantas
normais. Utilizando extratos proteicos contendo urease, 0s autores observaram ainda que
Rhizoctonia solani, Phomopsis sp. e Penicillium herguei apresentaram maior incidéncia
quando a atividade da urease era baixa. O efeito antifungico e pesticida da urease de algumas
bactérias e plantas também sdo conhecidos, como é o caso da urease do feijdo de porco
(CARLINI; LIGABUE-BRAUN, 2016).

4.7 PRINCIPAIS DOENCAS FUNGICAS DA SOJA

A ocorréncia de doencas € um dos fatores mais limitantes para obtencdo de maiores
produtividades da soja (BARBOSA; CENTURION; FERRAUDO, 2014). Em cada safra séo
necessarias trés ou mais aplicacfes de fungicidas para controle de doengas, sendo gastos cerca
de 2,0 bilhdes de ddlares por safra somente com o controle de doencas (GODOY et al., 2016;
LANGENBACH et al., 2016). Ainda assim, as perdas anuais de producdo por doencas sdo
estimadas em cerca de 15% a 20% (GODOY et al., 2015a). Na auséncia de controle sdo
registradas perdas de 10 a 40%, no caso do oidio causado pelo fungo Erysiphe diffusa (Cooke
& Peck) U. Braun & S. Takam (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA- EMBRAPA, 2013; PEREIRA, 2015), e de até 90%, como no caso da
ferrugem asiatica, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi (HARTMAN et al., 2015;
GODOY et al., 2016).

Conquistando grandes mercados consumidores na &sia, europa e américa (UNITED
STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE - USDA, 2016), a soja (Glycine max [L.]
Merriel) € um dos principais produtos agricolas brasileiros, representando 48,68% do total
produzido no pais, nos ultimos 20 anos a area de cultivo de soja no Brasil triplicou
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO- CONAB, 2016).

O Brasil é atualmente o segundo maior produtor de soja no mundo, e apesar de
apresentar continuos ganhos produtivos, devido a melhorias genéticas e de manejo (USDA,

2016), varios fatores bioticos e abioticos sdo responsaveis por limitarem o potencial produtivo



35

da cultura da soja, entre eles, as doengas foliares sdo consideradas um dos principais, pois
afetam a qualidade de grdos, com perdas anuais estimadas em cerca de 15% a 20%, mesmo
com o uso de defensivos (EMBRAPA, 2014; GODOY et al., 2015a).

De maneira geral a incidéncia de doencas varia bastante entre as regifes do Brasil,
principalmente devido as variacdes nas condi¢bes edafoclimaticas. Além disso, programas de
melhoramento no pais buscam constantemente incorporar genes de resisténcia, quando
possivel, aos diferentes cultivares, de forma que algumas doencas logo deixam de ser um
problema (GODOY; BUENO; GAZZIERO, 2015), como no caso da mancha "olho-de-
rd"(Cercospora sojina), o cancro da haste (Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis) e a
pUstula bacteriana (Xanthomonas axonopodis pv glycines) que foram controladas através da
introgresséo de genes de resisténcia (ALMEIDA et al., 2005).

A primeira doenca da soja a ser controlada com o uso de fungicidas foi o oidio, que na
safra de 1996/97 atingiu proporcdes epidémicas na maioria das regides produtoras do pais.
Posteriormente, o aumento da incidéncia das doencas de final de ciclo (Septoria glycines e
Cercospora kikuchii), principalmente em funcéo do cultivo intensivo e da auséncia de rotacéo
de culturas, também demandaram o registro de fungicidas (GODQY et al., 2015a).

Em 2001 foi identificado no Brasil o fungo causador da ferrugem asiatica (Phakopsora
pachyrhizi), e logo ap6s a primeira deteccdo, o fungo rapidamente se espalhou atingindo as
principais lavouras produtoras de soja (YORINORI et al., 2005). Considerada a doenca mais
agressiva da soja, se ndo controlada as perdas podem atingir 90% (HARTMAN et al., 2015;
GODOY et al., 2016).

Com o surgimento da ferrugem o uso de fungicidas foi intensificado no pais, e outras
medidas tiveram que ser adotadas, como 0 vazio sanitario que visa quebrar o ciclo continuo
da doenca, e retardar sua ocorréncia no inicio da safra (GODOY; BUENO; GAZZIERO,
2015; LANGENBACH et al., 2016). Cultivares resistentes, apesar de surgirem no Brasil em
2009, nem sempre estdo disponiveis para todas as localidades do pais, além disso, apresentam
eficiéncia limitada, de modo que alguns isolados mais virulentos acabam se sobrepondo ao
gene de resisténcia e ndo dispensam o uso de fungicidas (GODOY; BUENO; GAZZIERO,
2015).

Outras doencas que representam ameaca para a produtividade podem ocorrer, mas de
maneira geral estdo restritas a determinadas regides devido a sua necessidade de condigdes
especificas para a infeccéo e sobrevivéncia. Por exemplo, podridao de sclerotinia (Sclerotinia
sclerotiorum), importante na regido central e sul do Brasil em altitudes acima de 700 m, com

temperaturas do ar moderadas, e chuvas frequentes durante a fase de floragdo; mela de
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rhizoctonia (Rhizoctonia solani AG1) presente nas regides do norte do Brasil onde
prevalecem condicdes de chuva quentes; podridao de carvao (Macrophomina phaseolina), um
problema grave no sudoeste, sul e norte do Brasil onde as tensdes ambientais ocorrem durante
a estacdo de crescimento (ALMEIDA et al., 2005).

4.8 OIDIO (ERYSIPHE DIFFUSA)

O oidio causado pelo fungo Erysiphe diffusa (Cooke & Peck) U. Braun & S. Takam,
ganhou importancia no Brasil a partir da safra 1996/97, sendo relatados casos da ocorréncia
da doenca desde a regido Sul até as regides Sudeste e Centro Oeste do Brasil, onde as
lavouras mais afetadas apresentaram perdas de rendimento de aproximadamente 25%,
alcancando perdas de até 40% (YORINORI, 1997; SILVA; SEGANFREDO, 1999;
ALMEIDA et al., 2008; EMBRAPA, 2013), resultando em baixa disponibilidade de sementes
de cultivares resistentes, sendo recomendado o uso de tratamento quimico como medida
emergencial (YORINORI, 1997).

O fungo formando uma fina camada de micélio (XAVIER et a., 2015), e esporos
pulverulentos que podem evoluir e cobrir totalmente as partes infectadas. Os sintomas podem
se desenvolver em toda parte aérea da planta (IGARASHI et al., 2010). Em casos severos, a
ocorréncia do fungo reduz a éarea fotossintética ativa da planta em até 50%, levando ao
secamento e queda prematura das folhas (PEREIRA, 2015). A infec¢do pode ocorrer em
qualquer estadio de desenvolvimento da planta, sendo mais visivel no inicio da floracao
(IGARASHI et al., 2010), e se ndo controlado o oidio pode causar perdas no rendimento que
variam de 10 a 40% (EMBRAPA, 2013; PEREIRA, 2015).

A realizacdo de semeaduras tardias ou safrinha e cultivo no inverno sdo épocas mais
favoraveis a ocorréncia do oidio, isso porque o fungo necessita de temperaturas em torno de
18-24°C e baixa umidade relativa do ar para seu desenvolvimento (GRIGOLLI, 2014;
PEREIRA, 2015), ndo se desenvolvendo em temperaturas maiores que 30°C (MIGNUCCI et
al., 1977). Alem disso, o fungo necessita de uma umidade relativa em torno de 95%, porém
ndo germina na presenca de filme d’agua na superficie foliar (BEDENDO, 2011)

O oidio é dificilmente controlado por técnicas convencionais visto que o fungo produz
esporos que sao facilmente dispersos pelo vento. Além do mais o fungo pode ser transmitido
por sementes infectadas, residuos vegetais e algumas ervas daninhas (PEREZ-VEGA, 2013).
O método mais eficiente de controle do oidio consiste no uso de cultivares resistentes, no

entanto, mesmo algumas cultivares consideradas resistentes, quando semeadas nas épocas
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mais favoraveis a ocorréncia do oidio se tornam suscetiveis (GRIGOLLI, 2014), tonando

necessaria a aplicacdo de fungicidas.

4.9 FERRUGEM ASIATICA (PHAKOPSORA PACHYRHIZI)

O fungo Phakopsora pachyrhizi, agente causal da ferrugem-asiatica da soja, ocasiona
perdas de producéo na cultura da soja em todo o0 mundo com danos variando de 10% a 90%,
sendo considerada uma das doencas mais severas que incide na cultura da soja (GODOY et
al., 2016; LANGENBACH et al., 2016). S6 no Brasil, ja foram perdidos mais de 10 bilhdes
de ddlares com a ferrugem desde o seu surgimento em 2001 (SILVA et al.,, 2014,
LANGENBACH et al., 2016).

Os sintomas iniciais da doenca sdo pequenas lesdes foliares, de coloragdo castanha a
marrom-escura, lesdes esporulentas na superficie abaxial da folha, geralmente associada a
clorose foliar, sendo essas lesdes compostas por urédias que se rompem e liberam 0s
uredosporos. As lesGes aparecem em primeiramente na parte mais baixa do dossel e, em
seguida, avanca até os tercos médio e superior da planta. A medida que a doenca progride, as
lesGes de alta densidade podem se desenvolver, levando a desfolha prematura e maturidade
precoce, ocasionando perdas de produtividade (GODOY, 2012; HARTMAN et al., 2015).

O fungo P. pachyrhizi é um parasita obrigatério que produz ambas estruturas
reprodutivas, os urediniésporos e teliésporos (HARTMAN et al., 2015). Até agora, apenas 0s
esporos sdo conhecidas por serem importantes em epidemias. A sobrevivéncia dos fungos
durante todo o ano baseia-se na producédo continua de ureddsporos num hospedeiro adequado.
Além da soja, existem mais de 90 espécies de leguminosas relatados como P. pachyrhizi
anfitrides de plantas inoculadas e ndo-inoculadas (RYTTER et al, 1984; ONO et al, 1992;
SLAMINKO et al, 2008; GODOQY et al., 2016).

As condigbes 6timas para o desenvolvimento da cultura coincidem de maneira geral
com as condicBes Otimas para o desenvolvimento da ferrugem. O fungo consegue infectar
plantas em temperaturas entre 10 °C e 27.5 °C (com temperatura 6tima entre 20 e 23 °C) e um
periodo minimo de orvalho 6 h (MELCHING et al., 1989; GODOY, 2012). O molhamento
foliar continuo, causado por orvalho ou chuva também favorece o desenvolvimento da
doenca, sendo a chuva considerada entdo um fator importante na determinacdo de niveis
epidémicos no campo (DEL PONTE et al., 2006).

Sao adotadas diversas medidas de controle da doenga, como a implementacéo do vazio

sanitario, que impede o plantio de soja no pais por um periodo de 60 a 90 dias. Além disso, a
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severidade da doenca e a insensibilidade de fungicidas é monitorada pelo chamado Consocio
Antiferrugem, afim de reduzir as perdas (GODOQY et al., 2016).

A maioria das cultivares de soja comerciais utilizadas sdo suscetiveis a ferrugem, e
apesar de terem sidos lancados cultivares resistentes desde 2009, a eficacia destes genes &
limitada pela isolados virulentos que sdo capazes de superar cada um deles (BONDE et al.,
2006; MILES et al, 2006), de forma que mesmo seu uso tém sido recomendado associada ao
uso de fungicidas fungicidas (GODQOY; BUENO; GAZZIERO, 2015). A nova estratégia
buscada por melhoristas é a criacdo de um cultivar com resisténcia em piramide, unindo
varios genes de resisténcia em um sO cultivar (GODOY; BUENO; GAZZIERO, 2015;
LANGENBACH et al., 2016).



39

REFERENCIAS

ALMEIDA, A. M. R,; PEREIRA, L. P,; YORINORI, J. T.; SILVA, J. F. V.; HENNING, A.
A.; GODOQY, C. V.; COSTAMILAN, L. M.; MEYER, M. C. Doencas da soja. In: KIMATI,
H.; AMORIM, L.; REZENDE, J. A. M.; BERGAMIN, F. A.; CAMARGO, L. E. A. Manual
de Fitopatologia: doencgas das plantas cultivadas. Sdo Paulo: Ceres, 2005. p. 569-88.

ALMEIDA, A. M. R.; BINNECK, E.; PIUGA, F. F.; MARIN, S. R. R.; VALLE,P.R. Z. R.
D. O.; SILVEIRA, C. A. Characterization of powdery mildews strains from soybean, bean,
sunflower, and weeds in Brazil using rDNA-ITS sequences. Tropical Plant Pathology.
Brasilia, v. 30, n.1, p. 20-26. 2008.

ARKOUN, M.; JANNIN, L.; LAINE, P.; ETIENNE, P.; MASCLAUX-DAUBRESSE, C.;
CITERNE, S.; GARNICA, M.; GARCIA-MINA, J. M.; YVIN, J. C.; OURRY,A. A
physiological and molecular study of the effects of nickel deficiency and
phenylphosphorodiamidate (PPD) application on urea metabolism in oilseed rape (Brassica
napus L.). Plant and Soil, Netherlands, v. 362, n.1, p. 79-92, 2013.

BAI, C.; REILLY, C. C.; WOOD, B. W. Nickel deficiency disrupts metabolism of ureides,
amino acids, and organic acids of young pecan foliage. Plant physiology, New York, v. 140,
n. 2, p. 433-443, 2006.

BAKER, A. J. M. Accumulators and excluders-strategies in response of plants to heavy
metals, Journal of Plant Nutrition, Philadelphia, v. 3, n. 1-4, p. 634-654. 1981.

BARBOSA, G. F.; CENTURION, M. A. P. C.; FERRAUDO, A. S. Potencial do manejo
integrado da ferrugem asiatica da soja: severidade da doenca, desenvolvimento vegetativo e
componentes da producao, cultivar MG/BR-46 (Conquista). Bioscience Journal, Uberlandia,
v. 30, n. 1, p. 76-89, 2014.

BARSUKOVA, V. S.; GAMZIKOVA, O. I., Effects of nickel surplus on the element content
in wheat varieties contrasting in Ni resistance. Agrokhimiya, Moskow, v. 1, n. 1999, p. 80—
85, 1999.

BEDENDO, I. P. Oidios. In: AMORIM, L.; REZENDE, J. A. M.; BERGAMIN FILHO, A.
Manual de Fitopatologia: principios e conceitos. Sdo Paulo: Agronémica Ceres, 2011. p.
289

BONDE, M.R.; NESTER, S.E.; AUSTIN, C.N.; STONE, C.L.; FREDERICK, R.D.;
HARTMAN, G.L. () Evaluation of virulence of Phakopsora pachyrhizi and P. meibomiae
isolates. Plant Disease, Saint Paul, v. 90, n. 6, p. 708-716. 2006

BOYD, R.; MARTENS, S. Nickel hyperaccumulation by Thlaspi montanum var. montanum
(Brassicaceae): a constitutive trait. American journal of botany, St. Louis, v. 85, n. 2, p.
259-259, 1998.

BROWN, P. H.; WELCH, R. M.; CARY, E. E. Nickel: a micronutrient essential for higher
plants. Plant Physiology, New York, v. 85, n. 3, p. 801-803, 1987.



40

BROWN, P. H. Nickel. In: BARKER, A. V. E.; PILBEAM, D. J. (Ed.). Handbook of plant
nutrition. Boca Raton: CRC Press, 2006. p.395-409.

CARLINI, C. R.; LIGABUE-BRAUN, R. Ureases as multifunctional toxic proteins: A
review. Toxicon, Amsterdam, v. 110, p. 90-109, 2016.

CATALDO, D. A.; GARLAND, T.R.; WILDUNG, R.E. Nickel in plants. I. Uptake kinetics
using intact soybean seedlings. Plant Physiology. New York, v. 62, n. 4, p. 5636-5665, 1978.

CATALDO, D. A;; McFADDEN, K. M.; GARLAND, T. R.; WILDUNG, R. E. Organic
constituents and complexation of Nickel (I1), Iron (111), Cadmium (I1) and Plutonium (IV) in
Soybean Xylem Exudates. Plant Physiology, New York, v. 86, n. 3, p. 734-739. 1988.

CHEN, C.; HUANG, D.; LIU, J. Functions and toxicity of nickel in plants: recent advances
and future prospects. Clean—soil, air, water, Malden, v. 37, n. 4-5, p. 304-313, 20009.

COLE, D. J. Mode of action of glyphosate - a literatura analysis. In:. GROSSBARD, E.;
ATKINSON, D. (Ed.). The herbicide glyphosate. London: Butterworths, 1985. p. 48-74.

COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO- CONAB. Acompanhamento da
safra brasileria de gréos: safra 2015/16, n. 9 - nono levantamento, junho 2016. Brasilia:
Conab, 2016. v. 2, n. 9, p. 1-174. Disponivel em: <
http://www.conab.gov.br/OlalaCMS/uploads/arquivos/16_06_09 16 49 15 boletim_graos_j
unho_ 2016 - final.pdf >. Acesso em: 30 jun 2016

CORNU, J. Y.; DEINLEIN, U.; HORETH, S.; BRAUN, M.; SCHMIDT, H.; WEBER, M;
PERSON, D. P.; HUSTED, S.; SCHIJOERRING, J. K.; CLEMENS, S. Contrasting effects of
nicotianamine synthase knockdown on zinc and nickel tolerance and accumulation in the
zinc/cadmium hyperaccumulator Arabidopsis halleri. New Phytologist, Lancaster, v. 206, n.
2, p. 738-750, 2015.

DAS, P. K.; KAR, M.; MISHRA, D. Nickel nutrition of plants: effect of nickel on some
oxidase activities during rice (Oryza sativa L.) seed germination, Zeitschrift fir
Pflanzenphysiologie, Amsterdam, v. 90, n. 3, p. 225-233, 1978.

DECHEN, A. R.; NACHTIGALL, G. R. Ill Elementos requeridos a nutricdo de plantas. In:
NOVAIS, R. F.; ALVAREZ, V. V. H.; BARROS, N. F.; FONTES, R. L. F.; CANTARUTTI,
R. B.; NEVES, J. C. L. (Ed.). Fertilidade do solo. Vicosa-MG: Sociedade Brasileira de
Ciéncia do Solo, 2007. p. 91- 132.

DEL PONTE, E. M.; GODOY, C. V.; LI, X.; YANG, X. B. Predicting severity of Asian
soybean rust epidemics with empirical rainfall models. Phytopathology, Saint Paul, v. 96, n.
7, p.797-803, 2006. DOI: 10.1094/ PHYTO-96-0797.

DIXON, N. E.; GAZZOLA, C.; BLAKELEY, R. L.; ZERNER, B. Jack bean urease (EC
3.5.1.5) a metalloenzyme: simple biological role for nickel. Journal of the American
Chemical Society, Columbus, v. 97, n. 14, p. 4131-4133, 1975.



41

EHLKEN, S.; KIRCHNER, G. Environmental processes affecting plant root uptake of
radioactive trace elements and variability of transfer factor data: a review. Journal of
Environmental Radioactivity, Amsterdam, v. 58, n. 2, p. 97-112, 2002.

EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA- EMBRAPA. Sistemas de
producéo 16: tecnologias de producdo de soja - Regido Central do Brasil 2014. Londrina:
Embrapa Soja, 2013. 265 p.

EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA- EMBRAPA. Tecnologias de
producéo de soja: Regido Central do Brasil. Londrina: Embrapa soja, 2004. 15 p. Disponivel
em: <http://www.cnpso.embrapa.br/producaosoja/doenca>. Acesso em: 7 abr 2014.

EMSLEY, J. The elements. Oxford: Clarendon, 1991. 300 p.

ESKEW, D. L.; WELCH, R. M.; CARY, E. E. Nickel: an essential micronutrient for legumes
and possibly all higher-plants. Science, Washington, v. 222, n. 4624, p. 621-623, 1983.

ESKEW, D. L.; WELCH, R. M.; NORVELL, W. A. Nickel in higher plants: further evidence
for an essential role. Plant Physiology, New York, v. 3, n. 76, p. 691-693, 1984.

EVANS, H. J.; HARKER, A. R.; PAPEN, H.; RUSSELL, S. A.; HANUS, F. J.; ZUBER, M.
Physiology, biochemistry and genetics of the uptake hydrogenase in rhizobia. Annual
Review of Microbiology, Palo Alto, v. 41, n. 1, p. 335-361, 1987.

FABIANO, C. C.; TEZOTTO, T.; FAVARIN J. L.; POLACCO, J. C.; MAZZAFERA, P.
Essentiality of nickel in plants: a role in plant stresses. Frontiers in plant science, Lausanne,
V. 6, n. 754, p. 1-4, 2015.

FRANCO, G. C. Tratamento de sementes de soja com niquel para o aumento da fixacéo
bioldgica e atividade da urease. 2015. 67 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Centro de
Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo- USP, S&o Paulo, 2015.

FREEMAN, J. L.; PERSANS, M. W.; NIEMAN, K.; ALBRECHT, C.; PEER, W.;
PICKERING, 1. J.; SALT, D. E. Increased glutathione biosynthesis plays a role in nickel
tolerance in Thlaspi nickel hyperaccumulators. The Plant Cell, Waterbury, v. 16, n. 8, p.
2176-2191, 2004.

GABBRIELLI, R., PANDOLFINI, T. Effect of Mg2+ and Ca2+ on the response to nickel
toxicity in a serpentine endemic and nickel-accumulating species, Physiologia Plantarum,
Malden, v. 62, n. 4, p. 540-544. 1984.

GERENDAS, J.; SATTELMACHER, B. Influence of Ni supply on growth and nitrogen
metabolism of Brassica napus L. grown with NH4NO3 or urea as N source. Annals of
Botany, Oxford, v. 83, n. 1, p. 65-71, 1999.

GERENDAS, J.;: POLACCO, J. C.; FREYERMUTH, S. K.; SATTELMACHER, B.
Significance of nickel for plant growth and metabolism. Journal of Plant Nutrition and Soil
Science, Landau, v. 162, n. 3, p. 241-256, 1999.



42

GODOY, C. V. Risk and management of fungicide resistance in the asian soybean rust fungus
Phakopsora pachyrhizi. In: TARLOCHAN, S. T. Fungicide resistance in crop
protection: risk and management. Wallinford: CABI, 2012. p. 97-95.

GODOY, C. V.; UTIAMADA, C. M.; MEYER, M. C.; CAMPQOS, H. D.; ROESE, A.D,;
FORCELINI, C. A.; PIMENTA, C. B.; JACCOUD FILHO, D. S.; BORGES, E. P.;
SIQUERI, F. V.; JULIATTI, F. C.; FEKSA, H. R.; GRIGOLLI, J. F. J.; NUNES JUNIOR, J,;
CARNEIRO, L. C.; SILVA L. H. C. P. da; SATO, L. N.; CANTERI, M. G.; MADALOSSO,
M.; ITO, M. F.; MARTINS, M. C.; BALARDIN, R. S.; FURLAN, S. H.; MONTECELLI, T.
D. N.; CARLIN, V. J.; BARROS, V. L. N. P. de; VENANCIO, W. S. Eficiéncia de
fungicidas para o controle da ferrugem-asiatica da soja, Phakopsora pachyrhizi, na safra
2012/13: resultados sumarizados dos ensaios cooperativos. : Londrina: Embrapa Soja 2013. 7
p. (Circular técnica, 99).

GODOQY, C. V.; UTIAMADA, C. M.; MEYER, M. C.; CAMPQOS, H. D.; PIMENTA, C. B,;
CASSETARI NETO, D.; JACCOUD FILHO, D. S.; BORGES, E. P.; ANDRADE JUNIOR,
E. R. de; SIQUERI, F. V.; JULIATTI, F. C.; FEKSA, H. R.; GRIGOLLLI, J. F. J.; NUNES
JUNIOR, J.; CARNEIRO, L. C.; SILVA L. H. C. P. da; SATO, L. N.; CANTERI, M. G;
MADALOSSO, M.; ITO, M. F.; MARTINS, M. C.; BALARDIN, R. S.; FURLAN, S. H;
MONTECELLI, T. D. N.; CARLIN, V. J.; BARROS, V. L. N. P. de; VENANCIO, W. S.
Eficiéncia de fungicidas para o controle da ferrugem asiatica da soja, Phakopsora
pachyrhizi, na safra 2013/14: resultados sumarizados dos ensaios cooperativos. Londrina:
Embrapa Soja: 2014. 7 p. (Circular técnica, 103).

GODOQY, C. V.; UTIAMADA, C. M.; MEYER, M. C.; CAMPQOS, H. D.; FORCELINI, C.
A.; PIMENTA, C. B.; CASSETARI NETO, D.; JACCOUD FILHO, D. S.; BORGES, E. P;
ANDRADE JUNIOR, E. R. de; SIQUERI, F. V.; JULIATTI, F. C.; NUNES JUNIOR, J.;
SILVA, L. H. C. P. da; SATO, L. N.; MADALOSSO, M.; MARTINS, M. C.; BALARDIN,
R.S.; FURLAN, S. H.; CARLIN, V. J.; VENANCIO, W. S. Eficiéncia de fungicidas
multissitios e fertilizantes no controle da ferrugem-asiatica da soja, Phakopsora
pachyrhizi, na safra 2014/15: resultados sumarizados dos ensaios cooperativos. Londrina:
Embrapa Soja, 2015a. 7p. (Circular técnica, 113).

GODOY, C. V.; UTIAMADA, C. M.; MEYER, M. C.; CAMPOS, H. D.; FORCELINI, C.
A.; PIMENTA, C. B.; CASSETARI NETO, D.; JACCOUD FILHO, D. S.; BORGES, E. P
ANDRADE JUNIOR, E. R. de; SIQUERI, F. V.; JULIATTI, F. C.; FEKSA, H. R;;
GRIGOLLI, J. F. J.; NUNES JUNIOR, J.; CARNEIRO, L. C.; SILVA, L. H. C. P. da; SATO,
L. N.; CANTERI, M. G.; MADALOSSO, M.; GOUSSAIN, M.; MARTINS, M. C;
BALARDIN, R. S.; FURLAN, S. H.; MONTECELLI, T. D. N.; CARLIN, V. J,;
VENANCIO, W. S. Eficiéncia de fungicidas para o controle da ferrugem asiatica da soja,
Phakopsora pachyrhizi, na safra 2014/15: resultados sumarizados dos ensaios cooperativos.
Londrina; Embrapa Soja, 2015b. 6 p. (Circular técnica, 111).

GODOQY, C. V.; BUENO, A. F.; GAZZIERO, D. L. P. Brazilian Soybean Pest Management
and Threats to its Sustainability. Outlooks on Pest Management, Buckinghamshire, v. 26, n.
3, p. 113-117, 2015.

GODOQY, C. V.; SEIXAS, C. D. S.; SOARES, R. M.; MARCELINO-GUIMARAES, F. C.;
MEYER, M. C.; COSTAMILAN, L. M. Asian soybean rust in Brazil: past, present, and



43

future. Pesquisa agropecuaria brasileira, Brasilia, v. 51, n. 5, p. 407-421, 2016. DOI:
10.1590/S0100-204X2016000500002

GOMES-JUNIOR, R. A.; MOLDES, C. A; DELITE, F. S.; GRATAOQ, P. L.; MAZZAFERA,
P.; LEA, P.J.; AZEVEDO, R. A. Nickel elicits a fast antioxidant response in Coffea arabica
cells. Plant Physiology and Biochemistry, New Delhi, v. 44, n. 5, p. 420-429, 2006.

GONZALEZ, C. I.; MAINE, M. A.; CAZENAVE, J.; HADAD, H. R.; BENAVIDES, M. P.
Ni accumulation and its effects on physiological and biochemical parameters of Eichhornia
crassipes. Environmental and Experimental Botany, Amsterdam, v. 117, n. 1, p. 20-27,
2015.

GRAHAM, R. D.; WELCH, R. M.; WALKER, C. D. A role for nickel in the resistance of
plants to rust. In: AUSTRALIAN AGRONOMY CONFERENCE, 3., 1985, Hobart.
Proceedings... Hobart: Australian Society of Agronomy, 1985. 337 p.

GRIGOLLLI, J. F. J. Manejo de doencas na cultura da soja. In: LOURENCAO, A. L. F.
GRIGOLLI, J. F.J.; MELOTTO, A. M.; PITOL, C.; GITTI, D. DE C.; ROSCOE, R. (Ed.).
Tecnologia e producéo: soja 2013/2014. Maracaju: Fundagdo MS, 2014. p. 205-231.

GUERINOT, M. L., Molecular Mechanisms of lon Trans- port in plant cells,
Phytoremediation of Toxic Metals: using plants to clean up the environment New York:
John Wiley and Sons, 2000. p. 271-285.

HARTMAN, G. L.; SIKORA, E. J.; RUPE, J. C. Rust. In: HARTMAN, G. L.; RUPE, J. C,;
SIKORA, E. J.; DOMIER, L. L.; DAVIS, J. A,; STEFFEY, K. L. (Ed.). Compendium of
soybean diseases and pests. 5th ed. St. Paul: American Phytopathological Society, 2015. p.
56-58.

HOMER, F. A.; REEVES, R. D.; BROOKS, R. R.; BAKER, A. J. M. Characterization of the
nickel-rich extract from the nickel hyperaccumulator dichapeta- lum gelonioides.
Phytochemistry, Amsterdam, v. 30, n. 7, p. 2141-2145. 1991.

IGARASHI, S.; OLIVEIRA, G. M.; CAMARGO, L. C. M.; FALKOSKI FILHO, J.;
GARDIANDO, C. G.; BALAN, M. G. Danos causados pela infec¢do de oidio em diferentes
estadios fenoldgicos da soja. Arquivos do Instituto Biologico, Sdo Paulo, v. 77, n. 2, p. 245-
250, 2010.

KABATA-PENDIAS, A.; PENDIAS, H. Trace elements in soil and plants. 4. ed. Boca
Raton: CRC, 2011. v. 4, 520 p.

KHALID, B. Y.; TINSLEY, J., Some effects of nickel toxicity on rye grass, Plant and Soil,
Netherlands, v. 55, n. 1, p. 139-144. 1980.

KERSTEN, W. J.; BROOKS, R.R.; REEVES, R.D.; JAFFRE, T. Nature of nickel complexes
in psychotria douarrei and other nickel-accumulating plants, Phytochemistry, Amsterdam, v.
19, n. 9, p. 1963-1965. 1980.



44

KISHORE, G. K.; PANDE, S.; RAO, J. N. Control of foliar diseases of groundnut using
inorganic and metal salts. International Arachis Newsletter, Patancheru, v. 21, n. 1, p. 33-
35, 2001.

KLUCAS, R. V.; HANUS, F. J.; RUSSELL, S. A., EVANS, H. J. Nickel: a micronutrient
element for hydrogen-dependent growth of Rhizobium japonicum and for expression of urease
activity in soybean leaves. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, Washington, v. 8, n. 80, p. 2253-2257, 1983.

KORNER, L. E.; MOLLER, L.;: JENSEN, M., P. Effects of Ca2" and other divalent cations
on uptake of Ni?* by excised barley roots, Physiologia Plantarum, Malden, v. 71, n. 1, p. 49—
54. 1987.

KOZLOV, M. V.; HAUKIOJA, E.; BAKHTIARQV, A. V.; STROGANOQV, D. N.; ZIMINA,
S. N. Root versus canopy uptake of heavy metals by birch in an industrially polluted area:
contrasting behaviour of nickel and copper. Environmental Pollution, Amsterdam, v. 107, n.
3, p. 413-420, 2000.

KRAMER, U.; COTTER-HOWELLS, J. D.; CHARNOCK, J. M.; BAKER, A. J. M.;
SMITH, A. C. Free histidine as a metal chelator in plants that accumulate nickel. Nature,
London, v. 379, n. 6566, p. 635-638. 1996.

KRAMER, U.; SMITH, R. D.; WENZEL, W. W.; RASKIN, I.; SALT, D. E. The role of
metal transport and tolerance in nickel hyperaccumulation by thlaspi goesingense halacsy,
Plant Physiology, New York, v. 115, n. 4, p. 1641-1650. 1997.

KRAMER, U; Pickering, I. J.; Prince, R. C.; Raskin, I.; Salt, D. E. Subcellular localization
and speciation of nickel in hyperaccumulator and non-accumulator Thlaspispecies. Plant
Physiology, New York, v. 122, n. 4, p. 1343-1354, 2000.

KUPPER, H.; KRONECK, P. M. H. Nickel in the Environment and Its Role in the
Metabolism of Plants and Cyanobacteria. In: SIGEL, A.; SIGEL H.; SIGEL R. K. O. (Ed.).
Nickel and its surprising impact in nature. West Sussex: John Wiley & Sons, 2007. v. 2,
2006. p. 31.

KUPPER, H.; ANDRESEN, E. Mechanisms of metal toxicity in plants. Metallomics,
London, v. 8, n. 3, p. 269-285, 2016. DOI: 10.1039/C5MT00244C.

KUTMAN, B. Y.; KUTMAN, U. B.; CAKMAK, I. Nickel-enriched seed and externally
supplied nickel improve growth and alleviate foliar urea damage in soybean. Plant and Soil,
Netherlands, v. 1007, n. 1-2, p.115, 2012.

KUTMAN, B. Y.; KUTMAN, U. B.; CAKMAK, I. Effects of seed nickel reserves or
externally supplied nickel on the growth, nitrogen metabolites and nitrogen use efficiency of
urea- or nitrate fed soybean. Plant and Soil, Netherlands, v. 376, n. 1-2, p. 261-276, 2013a.

KUTMAN, B. Y.; KUTMAN, U. B.; CAKMAK, I. Foliar nickel application alleviates
detrimental effects of glyphosate drift on yield and seed quality of wheat. Journal of
agricultural and food chemistry, Washington, v. 61, n. 35, p. 8364-8372, 2013b.



45

LANGENBACH, C.; CAMPE, R.; BEYER, S. F.; MULLER, A. N.; CONRATH, U Fighting
Asian soybean rust. Frontiers in plant science, Lausanne, v. 7, n. 1, p. 797, 2016.

LAVRES, J.; FRANCO, G. C.; DE SOUSA CAMARA, G. M. Soybean seed treatment with
nickel improves biological nitrogen fixation and urease activity. Frontiers in Environmental
Science, Lausanne, v. 4, n. 1, p. 37, 2016.

LEE, J.; REEVES, R. D.; BROOKS, R. R.; JAFFRE, T. Isolation and identification of a
citrate-complex of nickel from nickel-accumulating plants, Phytochemistry, Amsterdam, v.
16, n. 10, p. 1503-1505. 1977.

LI, L., TUTONE, A. F., DRUMMOND, R. S. M., GARDNER, R. C., LUAN, S. A novel
family of magnesium transport genes in Arabidopsis. The Plant Cell, Waterbury, v. 13,n. 12,
p. 2761-2775. 2001.

LI, L. G.; SOKOLOV, L. N.; YANG, Y. H.; LI, D. P.; TING, J.; PANDY, G. K.; LUAN, S.
A mitochondrial magnesium transporter functions in arabidopsis pollen development.
Molecular Plant, Netherland, v. 1, n. 4, p. 675-685. 2008.

LI, Y.; ZAMBLE, D. B. Nickel homeostasis and nickel regulation: an overview. Chemical
reviews, Washington, v. 109, n. 10, p. 4617-4643, 2009.

LIU, G. E.; SIMONNE, H.; LI, Y. Nickel nutrition in plants. Florida: Institute of Food and
Agricultural Sciences, 2011. 5 p.

LOPEZ, M.; CARBONERO, V.; CABRERA, E., RUIZ-ARGUESO, T. Effects of host on the
expression of the H2-uptake hydrogenase of Rhizobium in legume nodules. Plant Science
Letters, Netherland, v. 29, n. 2-3, p.191-199, 1983.

MALAVOLTA, E.; MORAES, M. F. Fundamentos do nitrogénio e do enxofre na nutrigcdo
mineral das plantas cultivadas. In: YAMADA, T.; ABDALLA, S.R. S,; VITTI, G. C. (Ed.).
Nitrogénio e enxofre na agricultura brasileira. Piracicaba: Internacional Plant Nutrition
Institute, 2007. 722 p.

MELCHING, J. S.; DOWLER, W. M.; KOOGLE, D. L.; ROYER, M. H. Effects of duration,
frequency, and temperature of leaf wetness periods on soybean rust. Plant Disease, Saint
Paul, v.73, n. 2, p.117-122, 1989. DOI: 10.1094/PD-73-0117

MIGNUCCI, J. S.; LIM, S. M.; HEPPERLY, P. R. Effects of temperature on reactions of
soybean seedlings to powdery mildew [Microsphaera diffusa, fungal diseases]. Plant Disease
Reporter, Beltsville, v. 61, n. 1, p. 122-124, 1977.

MILES, M. R.; FREDERICK, R. D.; HARTMAN, G. L. Evaluation of soybean germplasm
for resistance to Phakopsora pachyrhizi. Plant Health Progress, St Paul, 2006.
doi:10.1094/PHP-2006-0104-01-RS. Disponivel em:
<http://www.plantmanagementnetwork.org/pub/php/research/2006/germplasm/>. Acesso em:
30 jun 2016.

MISHRA, D.; KAR, M. Nickel in plant growth and metabolism. The Botanical Review, New
York, v. 40, n. 4, p. 395-452, 1974.



46

NISHIDA, S.; AISU, A.; MIZUNO, T. Induction of IRT1 by the nickel-induced iron-deficient
response in Arabidopsis. Plant signaling & behavior, Behav, v. 7, n. 3, p. 329-331. 2012.

NISHIDA, S.; KATO, A.; TSUZUKI, C.; YOSHIDA, J.; MIZUNO, T. Induction of nickel
accumulation in response to zinc deficiency in Arabidopsis thaliana. International journal
of molecular sciences, Basel, v. 16, n. 5, p. 9420-9430, 2015.

NOCTOR, G.; MHAMDI, A.; CHAQOUCH, S.; HAN Y.; NEUKERMANS, J.; MARQUEZ-
GARCIA, B.; QUEVAL, G.; FOYER, C. H. Glutathione in plants: an integrated
overview. Plant, cell & environment, Malden, v. 35, n. 2, p. 454-484, 2012.

ONO, Y.; BURITICA, P.; HENNEN, J. F. Delimitation of Phakopsora, Physopella and
Cerotelium and their species on leguminosae. Mycological Research, Cambridge, v. 96, n.
10, p. 825-850, 1992.

PANDEY, N.; SHARMA, C. P. Effect of heavy metals Co 2*, Ni 2* and Cd 2* on growth and
metabolism of cabbage. Plant Science, Netherland, v. 163, n. 4, p. 753-758, 2002.

PANDOLFINI, T.; GABBRIELLI, R.; COMPARINI, C. Nickel toxicity and peroxidase
activity in seedlings of Triticum aestivum L. Plant, Cell & Environment, Malden, v. 15, n.
6, p. 719-725, 1992.

PEREIRA, A. A. Caracterizacdo molecular do loco Red associado a resisténcia ao oidio
da soja. 2015. 71 f. Tese (Doutorado em Fitotecnia)— Universidade Federal de Vigosa,
Vicosa, 2015.

PEREZ-VEGA, E.; TRABANCO, N.; CAMPA, A.; FERREIRA, J. J. Genetic mapping of
two genes conferring resistance to powdery mildew in common bean (Phaseolus vulgaris L.).
Theoretical and Applied Genetics, Heidelberg, v. 6, n. 6, p. 1503-1512. 2013.

PERSANS, M. W.; YAN, X.; PATNOE, J. M.; KRAMER, U.; SALT, D. E. Molecular
dissection of the role of histidine in nickel hyperaccumulation in Thlaspi goesin- gense
(Halacsy). Plant Physiology, New York, v. 121, n. 4, p. 1117-1126. 1999.

POLACCO, J. C.; HOLLAND, M. A. Roles of urease in plant cells. International review of
cytology, Netherland, v. 145, n. 1, p. 56-103, 1993.

POLACCO, J. C.; MAZZAFERA, P.; TEZOTTO, T. Opinion—-nickel and urease in plants:
Still many knowledge gaps. Plant science, Netherland, v. 199, n. 1, p. 79-90, 2013.

QUEIROZ, C. S. Niquel, outros micronutrientes e silicio e a ferrugem asiatica
(Phakopsora Pachyrhizi) na cultura da soja (Glycine Max). 2012. 66 f. Dissertacéo
(Mestrado)- Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2012.

RAO, K. V. M.; SRESTY, T. V. S. Antioxidative parameters in the seedlings of pigeonpea
(Cajanus cajan (L.) Millspaugh) in response to Zn and Ni stresses. Plant science,
Nethreland,v. 157, n. 1, p. 113-128, 2000.

REILLEY, C.; CRAWFORD, M.; BUCK, J. Nickel suppresses daylily rust, Puccinia



47

hemerocallidis on susceptible daylilys, Hemerocallis in greenhouse and field trials.
Phytopathology, Saint Paul, v. 95, n. 6, p. S88-S88, 2005.

REIS, A. R.; RODAK, B. W.; PUTTI, F. F.; MORAES, M. F. Papel fisioldgico do niquel:
essencialidade e toxidez em plantas. Informagdes Agrondmicas, Piracicaba, v. 1, n. 147, p.
10-24. 2014.

RUTER, J. M. Effect of nickel applications for the control of mouse ear disorder on river
birch. Journal of Environmental Horticulture, Columbus, v. 23, n. 1, p. 17-20. 2005.

RYTTER, J. L.; DOWLER, W. M.; BROMFIELD, K. R. Additional alternative hosts of
Phakopsora pachyrhizi, causal agent of soybean rust. Plant Disease, Saint Paul, v. 68, n. 9, p.
818-819, 1984. DOI: 10.1094/ PD-68-818.

SAGNER, S.; KNEER, R.; WANNER, G.; COSSON, J.-P.; DEUS- NEUMANN, B.; ZENK,
M. H. Hyperaccumulation, complexation and distribution of nickel in Sebertia acuminata,
Phytochemistry, Amsterdam, v. 47, n. 3, p. 339-343, 1998.

SCALABRIN, E.; RADAELLI, M.; CAPODAGLIO, G. Simultaneous determination of
shikimic acid, salicylic acid and jasmonic acid in wild and transgenic Nicotiana langsdorffii
plants exposed to abiotic stresses. Plant Physiology and Biochemistry, New Delhi, v. 103, n.
1, p. 53-60, 2016.

SCHICKLER, H.; CASPI, H. Response of antioxidative enzymes to nickel and cadmium
stress in hyperaccumulator plants of the genus Alyssum. Physiologia plantarum, Malden, v.
105, n. 1, p. 39-44, 1999.

SELLSTEDT, A.; SMITH, G. D. Nickel is essential for active hydrogenase in free-living
frankia isolated from casuarina. Federation of European Microbiological Societies
Microbiology Letters, Delft, v. 70, n. 2, p. 137-140, 1990.

SEREGIN, I. V.; IVANOV, V. B., Physiological aspects of cadmium and lead toxic effects
on higher plants. Russian Journal of Plant Physiology, Moscow, v. 48, n. 4, p. 523-544.
2001.

SEREGIN, I. V.; KOZHEVNIKOVA, A. D. Physiological role of nickel and its toxic effects
on higher plants. Russian Journal of Plant Physiology, Moscow, v. 53, n. 2, p. 257-277,
2006.

SILVA, O. C.; SEGANFREDO, R. Quantificacdo de danos ocasionados por doengas de final
de ciclo e oidio, em duas variedades de soja. In. CONGRESSO BRASILEIRO DE SOJA, 1.,
1999, Londrina. Anais... Londrina: Embrapa Soja, 1999. p. 460.

SILVA, A.C.D.; SOUZA, P.E. D.; AMARAL, D. C.; ZEVIANI, W. M.; PINTO, J. E. B. P.
Essential oils from Hyptis marrubioides, Aloysia gratissima and Cordia verbenacea reduce
the progress of asian soybean rust. Acta Scientiarum Agronomy, Maringa, v. 36, n. 2, p.
159-166, 2014.

SIRHINDI, G.; MIR, M. A.; SHARMA, P.; GILL, S. S.; KAUR, H.; MUSHTAQ, R.
Modulatory role of jasmonic acid on photosynthetic pigments, antioxidants and stress markers



48

of Glycine max L. under nickel stress. Physiology and Molecular Biology of Plants, New
Delhi, v. 21, n. 4, p. 559-565, 2015.

SLAMINKO, T. L.; MILES, M. R.; FREDERICK, R. D.; BONDE, M. R.; HARTMAN, G. L.
New legume hosts of Phakopsora pachyrhizi based on greenhouse evaluations. Plant Disease,
Saint Paul, v. 92, n. 5, p. 767-771, 2008.

TAN, X.W.; IKEDA, H.; ODA, M. Effects of nickel concentration in the nutrient solution on
the nitrogen assimilation and growth of tomato seedlings in hydroponic culture supplied with
urea or nitrate as the sole nitrogen source. Scientia Horticulturae, Netherland, v. 84, n. 3, p.
265-273, 2000.

TEMP, G. A. Nickel in plants and its toxicity. In: ALEKSEEVA-POPOVA, N. V. (Ed).
Resistance of wild species to heavy metals. Lenuprizdat: Leningrad, 1991. p. 139-146

TEZOTTO, T. Metabolismo do nitrogénio e senescéncia em razado da aplicacdo de niquel
no cafeeiro arabica. 2015. 147 f. Tese (Doutorado)- Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz’, Universidade de Sao Paulo- USP, Piracicaba, 2015.

THAKUR, M.; SOHAL, B. S. Role of elicitors in inducing resistance in plants against
pathogen infection: a review. ISRN biochemistry, Cairo, v. 2013 n.1, p. 1-10., 2013.

UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE- USDA. Oilseeds: world markets
and trade. Washington: USDA Forest Service, 2016. Disponivel em:
<http://apps.fas.usda.gov/psdonline/circulars/oilseeds.pdf >. Acesso em: 10 abr 2016

URETA, A.C.; IMPERIAL, J.; RUIZ-ARGUESO, T.; PALACIOS, J.M. Rhizobium
leguminosarum biovar viciae symbiotic hydrogenase activity and processing are limited by
the level of nickel in agricultural soils. Applied and Environmental Microbiology,
Washington, v. 11, n. 71, p. 7603-7606, 2005.

WALKER, C. D.; GRAHAM, R. D.; MADISON, J. T.; CARY, E. E.; WELCH, R. M. Effects
of Ni deficiency on some nitrogen metabolites in cowpeas (Vigna unguiculata L. Walp.).
Plant Physiology, New York, v. 79, n. 2, p. 474479, 1985.

WELCH, R. M. The biological significance of nickel. Journal of Plant Nutrition,
Philadelphia, v. 3, n. 1, p. 345-356, 1981.

WHITE, P. J. Long-distance transport in the xylem and phloem. In: MARSCHNER, P.
Marschner's Mineral Nutrition of Higher Plants. 3rd ed. London: Academic Press, 2012.
49-70 p.

WIEBKE-STROHM, B.; PASQUALI, G.; MARGIS-PINHEIRO, M.; BENCKE, M. ;
BUCKER-NETO, L. B.; BECKER-RITT, A.; MARTINELLI, A. H. S.; RECHENMACHER,
C.; POLACCO, J. C.; STOLF, R.; MARCELINO, F. C.; ABDELNOOR, R. V.; HOMRICH,
M. S.; DEL PONTE, E. M.; CARLINI, C. R.; CARVALHO, M. C. C. G.; BODANESE-
ZANETTINI, M. H. Ubiquitous urease affects soybean susceptibility to fungi. Plant
molecular biology, Netherland, v. 79, n. 1-2, p. 75-87, 2012.



49

WIEBKE-STROHM, B.; LIGABUE-BRAUN, R.; RECHENMACHER, C.; OLIVEIRA-
BUSATTO, L.A.; CARLINI, C.R.; BODANESE-ZANETTINI, M. H. Structural and
transcriptional characterization of a novel member of the soybean urease gene family. Plant
Physiology and Biochemistry, New Delhi, v. 101, n. 1, p. 96-104, 2016.

WITTE, C. P. Urea metabolism in plants. Plant Science, Netherland, v. 180, n. 3, p. 431-438,
2011.

WOOD, B. W.; REILLY, C. C.; NYCZEPIR, A. P. Field deficiency of nickel in trees:
symptoms and causes. Acta Horticulturae, Leuven, v. 721, n. 1, p. 83-97, 2006.

WOOD, B. W.; REILLY, C. C. Nickel and plant disease. In: DATNOFF, L. E.; ELMER, W.
H.; HUBER, D. M. Mineral nutrition and plant disease. St. Paul: American
Phytopathological Society (APS Press), 2007. p. 215-231.

WOOD, B.; REILLY, C.; BOCK, C.; HOTCHKISS, M. Suppression of Pecan Scab by
Nickel. HortScience, Netherland, v. 47, n. 4, p. 503-508, 2011.

XAVIER, S. A.; MELLO, F. E. D.; CANTERI, M. G.; GODOQY, C. V. Photosynthesis of
soybean leaves infected by Corynespora cassiicola and Erysiphe diffusa. Summa
Phytopathologica, Botucatu, v. 41, n. 2, p. 156-159, 2015.

YORINORI, J. T. Oidio da soja. Londrina: EMBRAPA-CNPSo, 1997. 5 p. (Comunicado
Técnico, 59).

YORINORI, J. T.; PAIVA, W. M.; FREDERICK, R. D.; COSTAMILAN, L. M.;
BERTAGNOLLLI, P. F.; HARTMAN, G. L.; GODOQY, C. V.; NUNES JUNIOR, J. Epidemics
of soybean rust (Phakopsora pachyrhizi) in Brazil and Paraguay. Plant Disease, Saint Paul, v.
89, n. 6, p. 675-677, 2005

YUSUF, M.; FARIDUDDIN, Q.; HAYAT, S.; AHMAD, A. Nickel: an overview of uptake,
essentiality and toxicit in plants. Bulletin of Environmental
Contamination and Toxicology, Netherland, v. 86, n. 1, p. 1-17, 2011.

ZELLER, S.; FELLER, U., Redistribution of cobalt and nickel in detached wheat shoots:
effects of steam: girdling and of cobalt and nickel supply. Biologia Plantarum, Netherland,
v.41,n. 3, p. 427-434. 1998.

ZOBIOLE, L. H. S.; DE OLIVEIRA JUNIOR, R. S.; HUBER, D. M.; CONSTANTIN, J.; DE
CASTRO, C.; DE OLIVEIRA, F. A.; DE OLIVEIRA JUNIOR, A. Glyphosate reduces shoot
concentrations of mineral nutrients in glyphosate-resistant soybeans. Plant and Soil,
Netherlands, v. 328, n. 1-2, p. 57-69, 2010.

ZONIA, L. E.; STEBBINS, N. E.; POLACCO, J. C. Essential role of urease in germination of
nitrogen-limited Arabidopsis thaliana seeds. Plant Physiology, New York, v. 107, n. 4, p.
1097-1103, 1995.



50

CAPITULO Il

Niquel foliar na nutricdo, atividade da urease e qualidade fisiologica de sementes de soja

RESUMO

O niquel (Ni) em baixas concentracdes € um elemento essencial para as plantas, é co-fator da
enzima urease e atua na germinacdo de sementes. Esse trabalho objetivou avaliar o efeito da
aplicacdo foliar de doses de Ni na nutricdo mineral, atividade da urease e na qualidade
fisiologica das sementes de soja. O estudo foi conduzido em delineamento de blocos ao acaso,
em esquema fatorial 7 x 2, sendo sete doses de Ni (0; 10; 20; 40; 60; 80 e 100 g ha™)
associadas ou ndo a dose de 75 g i.a. ha® do fungicida contendo a molécula piraclostrobina. O
teor foliar de nitrogénio apresentou aumento linear em resposta a aplicacdo doses de Ni
combinadas ou ndo ao fungicida. J& o teor foliar de enxofre reduziu linearmente com o
aumento das doses de Ni e aumentou quando o Ni foi associado com a piraclostrobina. Em
relagdo ao teor foliar dos demais macronutrientes (P, K, Ca, Mg) ndo houve efeito
significativo do Ni associado ou ndo ao fungicida. O teor de Ni nas folhas e nos graos
aumentou linearmente em resposta a aplicagédo de Ni associado ou ndo ao fungicida. Houve
correlacdo altamente significativa entre teor de Ni nas folhas e gréos (r = 0,99), indicando alta
translocacdo do nutriente das folhas para os grdos. A atividade da urease aumentou até a dose
20 g ha! de Ni, com o a maior atividade entre as doses 20 e 40 g ha* de Ni, independente da
aplicacdo ou ndo do fungicida, seguido de queda com o aumento das doses de Ni. A atividade
da urease apresentou alta correlacdo com a produtividade de sementes (r = 0,88) e nimero de
vagens (r = 0,84). Em relacdo a qualidade fisioldgica de sementes, a porcentagem de
germinacdo e a taxa de emergéncia aumentaram linearmente com o aumento das doses de Ni
sem fungicida. Porém, quando o Ni foi associado a piraclostrobina a porcentagem de
germinagdo apresentou ajuste quadratico, com aumento da germinacéo até a dose de 40 g ha
de Ni. A condutividade elétrica aumentou até a as doses 40 e 60 g ha' de Ni, com curva
semelhante para os tratamentos com e sem fungicida. Ndo houve efeito significativo dos
tratamentos sobre o comprimento de plantula e massa seca de plantulas. A aplicacéo foliar de
Ni até a dose de 20 g ha! associado ou ndo a piraclostrobina foi benéfica baseado nos
parametros produtivos, nutricionais e qualidade fisiol6gica de sementes de soja.

Palavras-chave: Piraclostrobina. Micronutriente. Atividade enzimatica.
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Effect of foliar nickel application on plant mineral nutrition, urease activity and

physiological quality of soybean seeds

ABSTRACT

Nickel (Ni) is an essential element for higher plants at low concentration and plays a variety
of roles on plant metabolism such as urease cofactor and seed germination. This study aimed
to evaluate the effect of foliar Ni application on plant nutritional status, urease activity and the
physiological quality of soybean seeds. The study was conducted in randomized plots in a
factorial scheme 7 x 2, where; 7 levels of Ni concentration (0, 10, 20, 40, 60, 80 and 100 g ha
1y combined or not with 75 g ha* e.a. fungicide containing pyraclostrobin molecule. The leaf
nitrogen concentration increased linearly in response to Ni application combined or not with
fungicide. The leaf sulfur concentration decreased linearly in response to Ni application and
increased when Ni was associated with pyraclostrobin. Regarding the leaf concentration of
other macronutrients (P, K, Ca, Mg) there was no significant effect of Ni application
combined or not with fungicide. The Ni concentration in leaves and grains increased linearly.
There was highly significant correlation between Ni concentration in the leaves and grains (r
= 0.99), indicating high translocation of Ni from leaves to grains. The urease activity
increased up to 20 g ha of Ni, showing the highest activity between 20 and 40 g ha™* of Ni
supply. The urease activity showed high correlation to seed yield (r = 0.88) and number of
pods (r = 0.84). Regarding the physiological quality of seeds, germination and emergence rate
increased linearly in response to foliar Ni application. However, germination of soybean seeds
increased up to 40 g ha® when Ni was combined with Pyraclostrobin. The electrical
conductivity increased up to 40 and 60 g ha™ of Ni supply. There was no Ni application effect
on seedling length and seedling dry weight. The foliar Ni application up to 20 g ha’
combined or not with pyraclostrobin showed benefits on mineral plant nutrition, urease and
soybean seeds yield.

Key-words: Pyraclostrobin. Micronutrient. Enzymatic activity.
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3 INTRODUCAO

Uma das etapas mais importantes na producdo de soja é a obtencdo de sementes de
alta qualidade, porém, diversos fatores afetam a qualidade das sementes, destacando-se a
adubacdo (SA, 1994; KAPPES; GOLO; DE CARVALHO, 2008). A ocorréncia de deficiéncia
de micronutrientes além de limitar a produtividade, pode influenciar a qualidade das
sementes, e interfere nos aspectos fitossanitarios (KAPPES; GOLO; DE CARVALHO, 2008).

O niquel (Ni) era classificado como ndo essencial ou téxico para as plantas
(MALAVOLTA; MORAES, 2007). Entretanto, sua essencialidade foi comprovada ao
demonstrar que ele satisfaz os critérios diretos, por ser componente da enzima urease (EC
3.5.1.5., ureia amidohidrolase) (DIXON et al. 1975), e indiretos ao demonstrar que soja
(ESKEW; WELCH; CARY, 1983), feijao (Vigna unguiculata) (ESKEW; WELCH,;
NORVELL, 1984) e cevada (BROWN; WELCH; CARY, 1987), ndo completam seu ciclo de
vida na auséncia do metal, fatores que fizeram que o Ni fosse adicionado a lista de
micronutrientes.

A ureia € produzida na planta como produto do catabolismo da arginina, que é
particularmente importante no processo de remobilizacdo do nitrogénio durante a germinacéo
de sementes e durante o processo de senescéncia, e esta presente em todas as plantas
superiores (WALKER et al., 1985; WITTE, 2011; KUTMAN; KUTMAN; CAKMAK,
2013?). Plantas de soja ainda possuem duas vias adicionais de biossintese da ureia: através do
catabolismo de purina, conduzindo a formacdo de ureidos, que compdem a principal forma de
reserva para translocacdo de nitrogénio a partir de raizes em rebentos (via caracteristica de
leguminosas); e finalmente, um percurso adicional a partir de um aminoacido néo proteico, a
canavanina, encontrada apenas em feijdo de porco e soja, e que exerce influéncia sobre sintese
de glutamina (WALKER et al., 1985; ZONIA; STEBBINS; POLACCO, 1995).

Na planta, a ureia somente é reciclada pela acdo da urease (POLACCO; HOLLAND,
1993), enzima que catalisa a hidrolise da ureia em aménia (NHz3) e didxido de carbono (CO>)
(DIXON et al., 1975). A urease possui dois ions de Ni em seu centro ativo (CIURLI, 2001).

Plantas cultivadas com privacdo de Ni produzem sementes com baixo indice de
germinacdo, e plantulas com crescimento reduzido. Esse quadro é revertido com a adigéo de
Ni a solugédo de crescimento dessas sementes (ESKEW; WELCH; CARY, 1983; BROWN;
WELCH; CARY, et al., 1987). Outros experimentos entretanto, demonstraram que 0
conteddo de Ni na semente tem maior influéncia sobre a germinacéo e vigor de plantulas,
sendo que a aplicacdo de Ni ndo substitui o contetdo de reserva da semente, conteudo este

que ¢ capaz inclusive de evitar sintomas de toxidez pela aplicagdo foliar de ureia, e sintomas
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de deriva de glifosato (ESKEW; WELCH; NORVELL, 1984; KUTMAN; KUTMAN;
CAKMAK, 2012; KUTMAN; KUTMAN; CAKMAK, 2013b). Além disso, inibidores de
urease também impedem a germinacdo de sementes, que é retomada com a adi¢do de
NHsNOs e aminoécidos (ZONIA; STEBBINS; POLACCO, 1995). Nesse sentido aplicagdes
de Ni foliar em plantas de soja poderia incrementar os teores desse micronutriente nas
sementes de soja, promovendo a atividade da urease e contribuindo para producdo de
sementes de soja de melhor qualidade (LAVRES; FRANCO; CAMARA, 2016).

Assim, concentracfes suficientemente altas de micronutrientes nas sementes podem
melhorar o crescimento e a produtividade das culturas, particularmente em solos pobres em
nutrientes (CAKMAK, 2008; KUTMAN; KUTMAN; CAKMAK, 2013%). Além de ser
atribuido ao Ni efeito sobre o controle de doengas fungicas (MORAES; ABREU JUNIOR,;
LAVRES JUNIOR, 2010; REIS et al., 2014).

Outro ponto importante da producdo de sementes se refere a sanidade da planta e do
material produzido. Nesse sentido, é comum a adocédo de fungicidas foliares para controle de
doencas em soja.

Sabe-se que alguns grupos quimicos de fungicidas possuem efeito fisioldégico sobre as
plantas, promovendo incremento na taxa fotossintética e na atividade da enzima nitrato
redutase foliar, além de decréscimo da taxa respiratéria, como € o caso da molécula
piraclostrobina (FAGAN, 2010; CARRIJO, 2014). Portanto, tanto a adubacdo foliar com Ni
como a aplicacdo de piraclostrobina, na fase vegetativa, poderiam contribuir com a producao
de sementes de soja. Porém estudos sobre a interacdo desse fungicida e adubacédo foliar com
Ni sdo inexistentes. Dessa forma, objetivou-se estudar o efeito da adubacdo foliar de Ni
associado ou ndo a fungicida sobre a produtividade da soja e sobre a qualidade das sementes
obtidas.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 CARACTERIZACAO DA AREA EXPERIMENTAL

O presente estudo foi conduzido durante 01 de novembro de 2014 a 27 de fevereiro de
2015 na Fazenda Campo Bom, localizada no municipio de Chapadao do Sul, Mato Grosso do
Sul, Brasil (18°46°24.38”S e Long. 52°37°23.75”0, localizada a uma altitude média de 820
m). O clima da regido ¢ classificado como tropical imido, com inverno seco e verao chuvoso,
temperatura média variando entre 13 e 28 °C e precipitagdo pluviométrica anual média de
1.850 mm (CUNHA; MAGALHAES; CASTRO, 2013).
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O solo da éarea foi classificado como Latossolo Vermelho Distrofico tipico (LVd)
muito argiloso, e corresponde a ordem Oxisol (SOIL SURVEY STAFF, 1999). O solo
apresentava as seguintes caracteristicas quimicas: pH cloreto de célcio (CaCl») 4,7; calcio 2,6
cmole dm3; magnésio 0,5 cmol. dm™; aluminio 0,18 cmol. dm®; H* + Al 6,7 cmol; dm;
potassio 58 mmole dm3; fosforo (Melich) 6 mg dm; enxofre 4,8 mg dm; boro 0,36 mg dm-
3. cobre 0,9 mg dm3; ferro 49 mg dm; manganés 9,5 mg dm; zinco 2,7 mg dm3; matéria
organica 25 g dm; niquel 0,1 mg dm; capacidade de troca catiénica 9,9 cmolc dm=. As

propriedades fisicas do solo sio: argila 610 g dm™; silte 50 g dm; e areia 340 g dm™.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E TRATAMENTOS

O estudo foi conduzido em delineamento de blocos ao acaso, em esquema fatorial 7 x
2, sendo sete doses de Ni (0; 10; 20; 40; 60; 80 e 100 g hal) utilizando como fonte sulfato de
niquel, associadas ou nio a dose de 75 g i.a. ha® do fungicida Piraclostrobina (Marca

comercial Comet), aplicados durante estagio fenoldgico R1 com quatro repeticoes.

4.3 INSTALACAO E CONDUCAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi conduzido em sistema de semeadura direta, sobre os restos culturais
de nabo forrageiro. A dessecacédo da area foi realizada 15 dias antes da semeadura, utilizando-
se glifosato 1440 g i.a. ha™* + carfentrazone-ethil 30 g i.a. ha™.

A cultivar de soja adotada foi a Anta 82 RR a qual apresenta na localidade ciclo
aproximado de 115 dias. As sementes foram previamente tratadas com Fipronil + Tiofanato
metilico e piraclostrobina nas seguintes concentragdes (5 g i.a. + 45 g i.a. + 50 g i.a. para cada
100 kg de semente, respectivamente). A adubacdo de semeadura foi baseada em 200 kg ha
de MAP 10-50-00. A inoculacdo foi realizada por meio de pulverizacdo direta no sulco de
semeadura, utilizando-se 600 mL ha?® de inoculante liquido contendo Bradyrhizobium
japonicum.

A semeadura foi realizada visando um stand de 340.000 plantas ha®. As parcelas
experimentais consistiram de seis linhas de 6 m espagadas com 0,45 m, se considerando como
area util as duas linhas centrais, excluindo-se 0,5 m das extremidades. Os dados de

pluviosidade temperaturas médias durante o ciclo da cultura estdo indicados na Figura 1.
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Figura 1- Dados climaticos indicando a temperatura maxima, temperatura minima,

temperatura média e precipitacdo durante a execucdo do experimento no municipio de
Chapadéo do Sul-MS, Brasil.
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Fonte: Elaboragéo do préprio autor.

Durante o ciclo de desenvolvimento das plantas 0 manejo fitossanitario foi realizado
por meio de duas pulverizacbes sendo a primeira aos 25 dias apds a semeadura utilizando-se:
glifosato 1,440 g i.a. ha! + clorantraniliprole 10 g i.a. ha® + teflubenzuron 15 g i.a. ha'. A
segunda aplicacdo foi realizada aos 75 dias apds a semeadura utilizando-se clorantraniliprole
10 g i.a. ha! + teflubenzuron 15 g i.a. ha + acefato 800 g i.a. ha .

4.4 VARIAVEIS ANALISADAS
4.4.1 Andlise nutricional

Para as analises nutricionais, coletou-se o terceiro trifolio a partir do apice de 20
plantas por parcela aos doze dias ap0s a aplicagdo dos tratamentos. As plantas estavam no
estddio R2 de desenvolvimento fenologico da soja. O material, apos seco, foi utilizado para

quantificar os teores foliares dos macro e micronutrientes. Os gréos coletados durante o
estadio fenoldgico R8 também foram analisados.
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Os teores de nitrogénio foram determinados pelo método semi-micro Kjeldahl, apos
digestdo sulfurica (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997). Para quantificacdo dos
demais nutrientes efetuou-se digestdo nitroperclorica (JOHNSON; ULRICH, 1959) e
incineracdo no caso do boro (ALCARDE, 1969). A determinacdo foi realizada em
espectrofotometria de absorcdo atdbmica, com excecdo do fosforo e enxofre determinado em

espectrofotometria.

4.4.2 indice de clorofila

No estadio fenologico R2, foram realizadas medicdes indiretas de clorofila com um
medidor eletrdnico portatil de intensidade da cor verde das plantas (SPAD), modelo Digital
SPAD 502 (MINOLTA). A leitura foi efetuada em trés plantas por parcela, em cinco pontos

da terceira folha da haste principal do terco superior.

4.4.3 Atividade da urease (EC 3.5.1.5)

Foi coletado o terceiro trifélio a partir do apice, a fim de gerar a quantificacdo da
atividade das enzimas urease (EC 3.5.1.5.), dez dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos, no
estadio fenologico R2. As amostras foram transportadas imediatamente para o laboratério
para extracao e andlise da atividade enzimaética.

A atividade da urease foi determinada em fungdo da producdo de N-NHa, segundo
metodologia de McCullough (1967) e o extrato foi obtido segundo metodologia descrita por
Hogan, Swift e Done (1983). Apos a coleta, 0,2 g da massa fresca foliar foi inserida em 8 mL
de tampao fosfato de sddio com ureia pH 7.4 e foram mantidos em banho-maria a 30 °C com
agitacdo durante 3 horas para extracdo. A uma aliquota de 0,5 mL do extrato foi adicionado
2,5 mL do reagente I: fenol (0,1 mol L) e nitroprussiato de sédio (SNP) (170 pumol L),
seguido de agitagdo, e em seguida 2,5 mL do reagente Il: hidroxido de sodio (0,125 mol L),
fosfato dissodico (0,15 mol L) e hipoclorito de sddio (3% Cl2). Efetuou-se nova incubagéo
em banho-maria a 37 °C por 35 minutos. A determinac&o foi realizada em espectrofotémetro a

625 nm e os resultados expressos em pmol N-NH4 gt MF hl,

4.4.4 AvaliacOes de crescimento e produtividade

No estadio fenologico R8 da soja foram avaliados o numero de vagens das plantas, e
gréos por vagem. A avaliacdo foi realizada em cinco plantas da area Gtil de cada parcela.
Nesse mesmo estadio foi efetuada a determinagdo da massa de 100 grédos e avaliacdo da

produtividade, com umidade padronizada a 13%, colhendo-se as plantas da area Util.
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4.4.5 Qualidade fisioldgica de sementes

Para a realizacdo dos teste de germinacédo, as repeticOes de cada tratamento foram
agrupadas, gerando uma Unica parcela por tratamentos, realizando-se os testes de vigor logo
apos.
Teste de germinacéo: O teste de germinacdo foi realizado utilizando-se 4 repeticdes de 50
sementes, as sementes foram, armazenadas em rolos de papel, previamente umedecidos a 2,5
vezes a sua propria massa, entdo foram mantidos em incubadoras a 25 °C. Realizou-se duas
contagens, aos 5 e 8 dias ap6s a semeadura (BRASIL, 2009).
Comprimento da plantula: Realizada ap6s a Ultima contagem de germinacéo, aferindo-se o
comprimento das plantulas da parcela.
Massa seca das plantulas: Ocorreu apds a secagem das parcelas, determinando-se a massa
total da parcela.
Emergéncia: A semeadura foi realizada em bandeja de poliestireno, utilizando-se como
substrato casca de pinus. As bandejas foram acondicionadas em casa de vegetagdo. A
emergéncia foi contabilizada, aos 8 dias ap0s a semeadura considerando-se as plantulas
normais.
Condutividade elétrica: Foram utilizadas 50 sementes por parcela. As sementes foram
colocadas em copos descartaveis com 75 mL de agua deionizada. As sementes foram
mantidas em repouso a temperatura de 25 °C, apds 24 horas determinando-se a condutividade
elétrica das amostras (VIEIRA; KRZYZANOWSKI, 1999)

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Em todos os conjuntos de dados considerados, foi analisada a normalidade dos dados,
utilizando-se o teste de Anderson-Darling e verificando-se a homocedasticidade dos dados
com o teste da equacdo da variancia (ou teste de Levenn’s). Os dados foram submetidos a
analise de variancia, com niveis de significancia de 0,05 de probabilidade, pelo teste F.
Quando significativas, foi realizada analise de regressdo probabilidade utilizando-se o

programa estatistico Minitab e Sigmaplot.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
A aplicacdo foliar de Ni alterou o contetdo foliar de nitrogénio nas plantas de soja,
que apresentou aumento linear com 0 aumento das doses de Ni, tanto para os tratamentos sem

fungicida como para os tratamentos com fungicida (Figura 2-A). Resultados semelhantes
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foram obtidos para a aplicacéo isolada de Ni em plantas de tomate (TAN; IKEDA; ODA,
2000) e soja (KUTMAN; KUTMAN; CAKMAK, 2012).

Foi observado ainda efeito sinérgico da aplicacdo de fungicida a base de piraclostrbina
sobre as doses de Ni no conteddo foliar de nitrogénio (Figura 2-A). Aumentos no teor foliar
de nitrogénio de bananeiras tratadas com piraclostrobina também foram observados por Lima
et al. (2012). O efeito atribuido a acdo dessa molécula no aumento da atividade da enzima
nitrato redutase, que melhora a assimilacdo de nitrogénio nas plantas tratadas com fungicida
(RODRIGUES, 2009; FAGAN, 2010; CARRIJO, 2014).

O teor foliar de enxofre reduziu linearmente com o aumento das doses de Ni, quando
esse ndo foi associado ao fungicida. Entretanto, o teor desse nutriente aumentou linearmente
quando a aplicagéo foi associada com a piraclostrobina (Figura 2-F).

De maneira geral, dados da literatura apontam interacdes de enxofre com outros
nutrientes, como ferro, molibdénio, selénio e zinco (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2011),
sendo que dados sobre a interacdo entre Ni e enxofre sdo escassos e variavéis. Enquanto
Lavres, Franco e de Sousa Camara (2016) observou aumento no teor foliar de enxofre com a
aplicacdo de doses de Ni via semente, Rodak (2014) ndo observou efeito significativo nos
teores foliares de enxofre em resposta a aplicacdo de Ni no solo. Dados sobre o efeito da
piraclostrobina sobre o teor foliar de enxofre e a interacdo desse com utilizagdo de Ni séo
inexistentes na literatura, demandando a realizacdo de investigagdes futuras visando sua
ilucidacdo.

Apesar disso, vale resaltar que de acordo com Malavolta e Moraes (2007), nitrogénio e
enxofre podem sofrer sinergismo. Além disso, a estrutura tridimensional da enzima nitrato
redutase contem sulfito oxidases (CAMPBELL, 1999), ou seja, a molécula possui enxofre em
sua composicdo, de forma que alguns estudos constataram reducdo na atividade da enzima
nitrato redutase sob condicBes de limitacdo de enxofre (THOMAS et al., 2000; PROSSER et
al., 2001). Desse modo, o metabolismo das plantas pode ser alterado de acordo com a forma
de nitrogénio combinada com o enxofre na adubacdo (SILVA; TREVISAN, 2015).

Estudos demonstram que o Ni ndo exerce influéncia sobre a enzima nitrato redutase Kevresan
et al. (1998) e Rodak (2014), enquanto que o fungicida piraclostrobina aumenta sua atividade,
levando a um aumento no teor foliar de nitrogénio nas plantas (RODRIGUES 2009; FAGAN
2010). Assim, a resposta do enxofre aos tratamentos possivelmente ocorreu de maneira
indireta através da influéncia do Ni no teor foliar de nitrogénio e do fungicida sobre a enzima

redutase do nitrato. Porém, os efeitos da mesma concentracdo de Ni podem variar entre
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plantas de mesmo género, ou mesmo entre plantas de mesma espécie em diferentes cultivares
(BARSUKOVA; GAMZIKOVA, 1999; SEREGIN; KOZHEVNIKOVA, 2006).

Figura 2- Concentracdo de nitrogénio [A]; fésforo [B]; potassio [C]; calcio [D], magnésio [E]
e enxofre [F] em folha diagnose de soja em resposta a aplicacdo foliar de niquel associado ou
ndo ao fungicida.
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Fonte: Elaboracéo do préprio autor.
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Em relacdo ao teor foliar dos demais macronutrientes (P, K, Ca, Mg) ndo houve efeito
significativo do Ni associado ou ndo ao fungicida (Figuras 2-B, 2-C, 2-D, 2-E).

Quando aplicado isoladamente, as doses de Ni aumentaram o conteudo de boro de
forma linear crescente, ja quando as doses de Ni foram associadas ao fungicida, houve efeito

quadratico, com aumento do contelido de boro até a dose 40 g ha! de Ni, sequido de reducéo
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do seu contelido para as doses superiores (60, 80 e 100 g ha Ni associado ao fungicida)
(Figura 3-A).

O aumento na concentracdo foliar de boro em resposta ao aumento de doses de Ni
também foi observado por Franco (2015), enquanto que Rodak 2014 observou correlacdo
negativa para os teores de boro e os teores de Ni nos gréos e nas folhas. E pouco conhecido a
interacdo entre 0 Ni e o B. Interacfes sinérgicas e antagOnicas entre boro e zinco, e de
antagonismo entre boro e ferro mais comuns (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2011,
SILVA; TREVIZAM, 2015).

O conteudo foliar de cobre apresentou efeito quadratico tanto para a aplicacdo de
doses Ni associado ao fungicida quanto para a aplicacdo de doses de Ni sem o fungicida
(Figura 3-B). Cobre e Ni também podem apresentar efeito antagénico, como demonstrado
para plantas de soja (CATALDO; GARLAND; WILDUNG, 1978), e cevada (KORNER;
MOLLER; JENSEN, 1987), e observado no presente experimento para as doses mais altas de
Ni (maiores de 20 g ha* de Ni associado ao fungicida e maiores de 60 g ha! de Ni sem o
fungicida). Alguns estudos sugerem que o Ni exerca efeito sinérgico sobre a absorcdo de
cobre (KUPPER; ANDRESEN, 2016), sendo esse efeito observado em Alyssum inflatum,
espécie hiperacumuladora Ni (GHASEMI; GHADERIAN; KRAMER 2009), 0 mesmo porém
ndo foi observado para outras plantas do género Alyssum (GHASEMI; GHADERIAN;
EBRAZEH 2015).

O conteddo foliar de ferro apresentou resposta quadratica positiva para a aplicacdo
isolada de doses de Ni, com a maior concentragéo de ferro nas folhas para a dose de 40 g ha*
de Ni, sendo superior as concentracfes obtidas pelos demais tratamentos associados ou ndo ao
fungicida (Figura 3-C). De maneira geral solos tropicais apresentam elevada disponibilidade
de ferro (KAMPF; MARQUES; CURI, 2012), sendo que trabalhos realizados com Ni em
plantas de soja obtiveram aumento na absor¢édo do ferro (RODAK, 2014; FRANCO, 2015).

Porém, no presente trabalho doses de 80 e 100 g ha de Ni sem fungicida propiciaram
teores foliares de ferro inferiores a testemunha sem Ni. Em plantas cultivadas em solucgéo
nutritiva Rahman et al. (2005) verificaram menor absorcéo de ferro com fornecimento de Ni.
O Ni é absorvido pelo sistema de absorcdo ferro, o que faz com que os dois cations compitam
entre si pelos sitios de absor¢cdo (NISHIDA; AISU; MIZUNO, 2012). Esses mesmos autores
verificaram que o acumulo de Ni induz a expresséo de IRT1, gene regulador de transporte de
ferro 1 e membro da familia ZIP, fazendo com que mais Ni seja absorvido atraves desse

transportador.
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Figura 3- Concentracdo de boro [A], cobre [B], ferro [C], manganés [D], zinco [E] e niquel
[F] em folha diagnose de soja em resposta a aplicacdo foliar de niquel associado ou ndo ao
fungicida.
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Fonte: Elaboragdo do proprio autor.

O conteudo foliar de zinco (Figura 3-E), apresentou resposta semelhante a obtida pelo
contetdo foliar de ferro (Figura 3-C), com efeito quadratico positivo da aplicacdo de doses de
Ni isolada, e efeito quadratico negativo das doses de Ni associadas ao fungicida, sendo que a
maior concentragdo de zinco foi obtida pela aplicacdo de 40 g ha* de Ni sem o fungicida, e a
menor concentragdo de Zn foi obtida pela aplicacdo de 60 g ha™* de Ni associado ao fungicida.
Quando nao foi aplicado Ni a aplicagdo de piraclostrobina possibilitou maior teor de zinco
foliar. O Ni também utiliza os transportadores de zinco, membros da familia ZIP, havendo

maior acumulo de Ni em plantas deficientes em zinco (NISHIDA et al., 2015).



62

De forma semelhante o conteddo foliar de manganés apresentou resposta quadratica
aos tratamentos (Figura 3-D). A concentracdo foliar de manganés aumentou em resposta aos
tratamentos até a dose 40 g ha de Ni, seguido de reducdo no contetido para as doses
superiores (60, 80 e 100 g ha* de Ni), sendo que nos tratamentos em que foi aplicado o
fungicida os valores de Mn foram maiores. O Ni também pode estabelecer competicdo para
absorcdo de manganés, sendo que White (2012), sugere que transportadores da familia ZIP
também transportem manganés.

Efeito no estado nutricional das plantas com a aplicacdo de Ni também foram obtidos
em plantas de azevém. O teor de Fe aumentou nos brotos submetidos a baixas concentracées
de Ni, e diminuiu a concentracdes mais elevadas, enquanto que os teores de zinco e manganés
diminuiram na presenca do Ni (KHALID; TINSLEY, 1980).

Nesse sentido, o teor foliar de zinco apresentou correlacdo negativa com os teor foliar
de Ni (r = - 0,86), com o teor de Ni nos gréos (r = - 0,79), evidenciando a relacdo antagbnica
entre esses dois catios. O Ni utiliza transportadores ndo especificos de cations, como YSL,
ZIP/Nramp e nicotianamina sintase, dessa forma, 0 mesmo pode competir na absor¢do com 0s
cations divalentes, com destaque para cobre, ferro, mangangés e zinco (DOUCHKOV et al.,
2005; MIZUNO et al., 2005; GENDRE et al., 2006).

O teor foliar de Ni aumentou com o aumento das doses de Ni, corroborando com
outros trabalhos com a aplicacdo de Ni em plantas de soja (QUEIROZ, 2012; RODAK, 2014,
FRANCO, 2015), sendo esse fator ndo influenciado pelo uso de fungicida (Figura 3-F).

Segundo Cataldo, Garland e Wildung (1978) na senescéncia as plantas de soja
translocam aproximadamente 70% do Ni para os gréos, corroborando com o resultado obtido
no experimento, no qual a correlagdo entre o teor foliar de Ni e o teor de Ni nas sementes foi
de r = 0,99. Resultado semelhante também foi observado por outros autores (KUTMAN;
KUTMAN; CAKMAK, 2012; RODAK, 2014).

A resposta do teor de Ni nos gréos ao fungicida entretanto foi diferente da obtida para
o teor foliar, a partir da dose de 40 g ha! de Ni, os tratamentos com fungicida apresentaram
valores superiores de Ni nas sementes, demonstrando possivel efeito sinérgico do efeito
fisiolégico da piraclostrobina no acumulo de Ni nas sementes (Figura 4-A).

O indice SPAD teve comportamento linear em relagdo as doses de Ni (Figura 4-B).
Esse indice estima a quantidade de clorofila presente nas folhas e apresentou relacéo direta
com o teor foliar de nitrogénio (r = 0,83). O teor foliar de nitrogénio apresentou correlacao

positiva com o teor foliar de Ni (r = 0,96) e com o teor de Ni nas sementes (r = 0,98). O teor
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foliar de Ni também apresentou correlacdo positiva com o indice SPAD (r = 92) e com a
atividade da enzima urease (r = 0,81) (Tabela 1).

Por ser componente da enzima urease, 0 Ni desenvolve um papel importante na
reciclagem do nitrogénio na planta (POLACCO; MAZZAFERA; TEZOTTO, 2013;
FABIANO et al.,, 2015), apresentando um efeito indireto sobre o teor de clorofila e
consequentemente sobre o indice SPAD. Por ser componente da enzima urease, 0 Ni
desenvolve um papel importante na reciclagem do nitrogénio na planta (POLACCO;
MAZZAFERA; TEZOTTO, 2013; FABIANO et al., 2015), apresentando um efeito indireto

sobre o teor de clorofila e consequentemente sobre o indice SPAD.

Figura 4- Concentracdo de niquel (Ni) no gréo de soja [A], unidades SPAD [B], atividade da
urease [C], produtividade [D], nimero de vagens por planta [E] e nUmero de grdos por vagem
[F] de soja em resposta a aplicagdo foliar de niquel associado ou nédo ao fungicida.
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Legenda: Circulo branco indica a aplicacdo do Ni associado ao fungicida e o circulo preto

indica a aplicacdo foliar de Ni. As barras de erro indicam o desvio padrdo da média (n = 4).
Fonte: Elaboragdo do proprio autor.
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Figura 5- Primeira contagem da germinacdo (PCG) [A], taxa de germinagdo (G) [B], taxa de
emergéncia [C], condutividade elétrica [D], comprimento da plantula [E] e massa seca da
plantula (S) [F] de soja em resposta a aplicacdo foliar de niquel associado ou ndo ao
fungicida.

[A] 1 , [B] 1@ v, =934001+00529x (RP= 0,88")
® Y, =933204-0,18714x (R’=0,74%)
O Y, =97,4213 +0,1091 x - 0,0014 x* (R = 0,83**)
110 1 O YPCG =n.s.
100 4 100 §
. 90
g g
0} ]
o 80 o
o 95 1
70
60 A
50 90/
0/‘ T T T T T T 07
[C] : [D] “ -
® Y, =87,2363 +0,0939 x (R?=0,75%) ® Y . =331710+0,1327 x-0,0012X° (R’=0,68")
O Y. =93,0384-0,3414 x +0,0039 X’ (R®=0,75*) 42{0 Y =356367+0,1137 x- 0,0010 x* (R* = 0,85**)
100 A
- L g
P\i 90 A g
w w
. 8
80 A
70
oA
[E] @ Yo =ns [F] 7@ Yi=ns
2240 Yoomp =N:S: o) iMs = :2
v Yys=NS.
Y, n.s.
20 4 V¥ Tcompr 1404 A Y,g=ns.
. A YComp( n.s.
£ 184 =
s v c
8 16 id é g g i i g 120 }
2 16 ]
g 3 3
£ é é & v ® o
E_ 14 4 ﬁ v
S = 0O é
O 124 o) ° 100
®
8 o o (] o % 7 I
10 A
o
8 80
Y : : : : : oA : : : : :
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Doses de Ni (g ha™) Doses de Ni (g ha™)

Legenda: Circulo branco indica a aplicacdo do Ni associado ao fungicida e o circulo preto

indica a aplicacdo foliar de Ni. As barras de erro indicam o desvio padrdo da média (n = 4).
Fonte: Elaboracdo do proprio autor.

Em resposta aos tratamentos, a atividade da enzima urease aumentou até a dose 20 g
hal de Ni, com o a maior atividade entre as doses 20 e 40 g ha' de Ni, independente da
aplicacdo ou ndo do fungicida (Figura 4-C), seguido de queda com o aumento das doses de
Ni. Resultados semelhante foram obtidos por Rodak (2014), demonstrando que em doses
elevadas o Ni acaba inibindo a atividade da enzima. A atividade da enzima urease apresentou

correlacdo com a produtividade de sementes (r = 0,88) e numero de vagens (r = 0,84).
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A produtividade (Figura 4-D) e no numero de vagens (Figura 4-E) aumentaram com a
aplicacdo de Ni até a dose de 20 g ha™l. O nimero de grdos por vagem néo apresentaram efeito
significativo para os tratamentos (Figura 4-F).

De acordo com Moraes, Abreu Junior e Lavres Junior (2010), em condicdes
brasileiras, foi observado aumento de até 300 kg ha* de sementes de soja com o fornecimento
de 50 g ha! de Ni aplicado via foliar na forma de sulfato de Ni. O aumento na produtividade
de sementes de soja pela adicdo de Ni foliar pode ser atribuido ao efeito do niquel sobre o
controle de doencas fangicas, ocorrendo por tanto de forma indireta (REIS et al., 2014).

Em relacdo a qualidade fisioldgica das sementes, a primeira contagem de germinagédo
(PGC) apresentou ajuste linear decrescente com o aumento das doses de Ni para 0s
tratamentos sem adicdo de piraclostrobina, e ndo apresentou efeito significativo para os
tratamentos com fungicida (Figura 5-A). Em contrapartida a porcentagem de germinacgéo
(Figura 5-B) e a taxa de emergéncia (Figura 5-C) aumentaram linearmente com o aumento
das doses de Ni, para o tratamentos sem fungicida. Porém, quando o Ni foi associado a
piraclostrobina a porcentagem de germinagdo apresentou ajuste quadratico, com aumento da
germinacdo até a dose de 40 g ha* de Ni.

Em um dos poucos estudos que avaliaram a influencia da adubacdo com Ni na
qualidade de sementes Brown, Welch e Cary (1987), observaram que as taxas de germinacao
de cevada aumentaram de acordo com o nivel de Ni fornecida para a planta materna em trés
geracOes precedentes. Enquanto Eskew, Welch e Cary (1983), ndo observaram efeito do Ni na
germinacao de sementes.

A condutividade elétrica foi incrementada com as doses de Ni, até a as doses 40 e 60 g
ha! de Ni, com curva semelhante para os tratamentos com e sem fungicida. Entretanto os
tratamentos com fungicida apresentaram valores superiores (Figura 5-C). Demonstrando que
a aplicacdo do fungicida teve um efeito sinérgico na deterioracdo da semente, gerando

sementes com maior degradacdo da membrana.
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Tabela 1- Correlacdo de Pearson entre os parametros avaliados nesse estudo

N Mn Zn Nifolha RL SDW RDW SPAD wurease prod wvagem Grdos Ni-semente

N 1
Mn ns 1
Zn ns s 1
Ni-foha 096" ns  -0.86 1
RL ns ns ns ns 1
sDwW ns ns ns ns ns 1
RDW ns ns ns ns ns 003" 1
SPAD 083" ns  -000° 092° ns ns ns 1
urease ns ns ns 0.81° ns ns ns ns 1
prod ns ns ns ns ns ns ns ns 064" |
vagem ns ns ns ns 0gs’ ns ns ns 088" 0847 1
semente ns ns ns ns -0.89° ns ns ns ns ns -0.837 1
Ni-semente 098 ns  -0.79° 099 ns ns ns ns ns ns ns ns 1

Legenda: N — nitrogénio (g kg-1); Mn - manganés (mg kg-1); Zn — zinco (mg kg-1); Ni — niquel (mg kg- 1); RL — comprimento de raiz (cm);
SDW — massa seca da parte aérea (g); RDW — massa seca da raiz (g); SPAD — indice de clorofila; urease (umol N-NH4+ g-1 FW h-1);
produtividade (kg ha-1), e nimero de vagens. ns — ndo significativo * Significante a 1% de probabilidade de erro (p < 0.0001)

Fonte: Elaboracdo do proprio autor.
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N&o houve efeito significativo dos tratamentos sobre o comprimento de plantula e
massa seca de plantulas. Quando avaliadas as correlagcdes de Pearson, a massa seca de parte
aérea apresentou correlacdo positiva com a massa seca de raiz (r = 0,93). Piccini e Malavolta
(1992) estudando o efeito de tdxico de niquel em plantas de Phaseolus vulgaris, observaram
que houve reducdo no crescimendo de raiz, bem como consideravel efeito inibitorio sobre a
morfogénese e o tiro de crescimento da planta, sendo que a formacgéo de sementes também foi
afetada, efeitos que ndo foram observados no presente trabalho.

S&o escassos estudos relacionando o efeito da aplicacdo de Ni sobre a qualidade
fisioldgica de sementes, 0 que torna a necessidade de mais estudos com relacdo a este
parametro, ja que o conteudo de reserva da semente exerce grande influéncia ndo s6 na
qualidade fisioldgica da semente, como observado no presente trabalho, como também em
outros fatores fisioldgicos da planta adulta (KUTMAN; KUTMAN; CAKMAK, 2012;
RODAK, 2014).

6 CONCLUSAO

A aplicacdo de doses de Ni sem a associacdo com o fungicida apresenta mais
beneficios nutricionais em doses elevadas do que quando aplicado Ni associado a
piraclostrobina, que aparentemente intensifica os efeitos antagonistas do Ni na nutricdo da
soja por micronutrientes catiénicos.

A aplicacéo de 20 g ha* de Ni associado ou ndo a piraclostrobina é benéfica a nutricéo
e producdo de sementes de soja. Quando adotado doses superiores a 20 g ha de Ni séo
observados efeitos negativos do Ni em alguns dos parametros produtivos, nutricionais ou de
qualidade fisiologica de sementes de soja.
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CAPITULO 111

Niquel no controle do oidio (Erysiphe diffusa) em plantas de soja

RESUMO

A ocorréncia de doengas fungicas é o principal fator limitante da produtividade da soja. O
presente trabalho teve por objetivo avaliar o papel fisiologico do niquel (Ni) no controle do
oidio na soja. O delineamento experimental foi blocos ao acaso em esquema fatorial 7 x 2,
sendo 7 doses de Ni (0; 10; 20; 40; 60; 80 e 100 g ha) associados ou ndo ao fungicida
(Fluxapiroxade + Piraclostrobina) aplicados na fase fenoldgica R1 da soja. As imagens de
microscopia eletronica revelam que as doses de Ni aplicadas ndo provocou fitotoxicidade e
nem alteragdes ultraestruturais na folha. Os teores de Ni aumentaram aproximadamente 10
vezes nas folhas (de 3,8 a 38,0 mg kg*) e 6 vezes nos gréos (de 3,0 a 18,0 mg kg™*) em funcéo
das doses de Ni aplicadas. Houve correlagdo altamente significativa entre os teores de Ni nas
folhas e grdos (r = 0,93, p <0,0001) indicando a alta translocacdo do elemento. O tratamento
60 g hal de Ni associado a 300 mL p.c. ha do fungicida reduziu a severidade do oidio a
99%, e nesse tratamento foram observados atividades maximas das enzimas urease,
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POD). A atividade da urease teve
alta correlacdo estatistica (p < 0,0001) com a SOD (r = 0,71), CAT (r = 0,57), POD (r = 0,56)
e relacdo negativa com % de severidade do fungo (r = -0,47, p < 0,0001). Além disso, a SOD
e CAT apresentou correlacdo negativa com a severidade do fungo (r = -0,34, p < 0,0001) e (r
= -0,35, p < 0,0001), respectivamente. O teor de Ni foliar apresentou correlagdes positivas
com a urease (r = 0,29, p < 0,01) e negativas com a % de severidade do fungo (r = -0,39, p
<0,0001). Portanto, urease, SOD e CAT s&o enzimas chaves reguladas pelo Ni na redugéo da
severidade do oidio na soja.

Palavras-chave: Enzimas antioxidativas. Urease. Ureia. Fungicidas. Niquel e soja.
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Nickel on the control soybean powdery mildew (Erysiphe diffusa)

ABSTRACT

The occurrence of fungal diseases in soybean crop is the main yield limiting step. This study
aimed to evaluate the physiological role of Ni on powdery mildew control in soybean plants.
The experimental design was randomized plots in factorial scheme 7 x 2, where; 7 levels of
Ni (0, 10, 20, 40, 60, 80 and 100 g ha™*) combined or not with fungicide (Fluxapyroxad +
Pyraclostrobin), applied to soybeans plants during R1 phenological stage of development. The
electron microscopy images showed no effect of Ni levels application on phytotoxicity or
ultrastructural changes in leaf tissues. Leaf Ni concentration ranged from 3.8 to 38.0 mg kg™
and grains Ni concentration ranged from 3.0 to 18.0 mg kg? in response to foliar Ni
application. There was highly significant correlation between Ni concentration in leaves and
grains (r = 0.93, p <0.0001), indicating a high translocation of Ni from leaves to grains. The
application of 60 g ha® Ni combined with 300 mL p.c. fungicide ha™ reduced the powdery
mildew severity up to 99%. In addition, the highest enzymatic activities of urease, superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) and peroxidase (POD) were observed. The urease activity
showed high statistical correlation (p <0.0001) with SOD (r = 0.71), CAT (r = 0.57), POD (r
= 0.56) and negative relationship with powdery mildew severity (r = -0.47, p <0.0001) in
soybean plants. In addition, SOD and CAT was negatively correlated with powdery mildew
severity (r = -0.34, p <0.0001) and (r = -0.35, p <0.0001), respectively. The leaf Ni
concentration showed positive correlations with urease (r = 0.29, p <0.01) and negative with
powdery mildew severity (r = -0.39, p <0.0001). Therefore, urease, SOD and CAT are key
enzymes regulated by Ni responsible for decrease powdery mildew severity in soybean plants.

Key-words: Antioxidative enzymes. Urease. Urea. Fungicides. Nickel. Soybean.
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3 INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas a cultura da soja (Glycine max [L.] Merrill) vém apresentando
continuos ganhos produtivos, devido a melhorias genéticas e de manejo. No Brasil, segundo
maior produtor mundial (UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE- USDA,
2016), as principais praticas de manejo adotadas sdo a fertilizagdo com macro e
micronutrientes, bem como o controle efetivo de pragas e doengas (COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2016).

A ocorréncia de doencas é um dos fatores mais limitantes para obtencdo de maiores
produtividades da soja (BARBOSA et al., 2014). O oidio causado pelo fungo Erysiphe diffusa
(Cooke & Peck) U. Braun & S. Takam, desenvolve-se na superficie foliar, formando uma fina
camada de micélio (XAVIER et a., 2015), reduz a area fotossintética ativa da planta em até
50%, levando ao secamento e queda prematura das folhas em casos severos (PEREIRA,
2015), ocasionando perdas no rendimento que variam de 10 a 40% (PEREIRA, 2015).

O meétodo mais eficiente de controle do oidio consiste no uso de cultivares resistentes,
no entanto, mesmo algumas cultivares consideradas resistentes, quando semeadas nas épocas
mais favoraveis a ocorréncia do oidio se tornam suscetiveis (GRIGOLLI, 2014), tonando
necessaria a aplicacdo de fungicidas.

Recomenda-se a utilizacdo de misturas com pelo menos dois ingredientes ativos de
acdo distinta afim de evitar a resisténcia fungica aos produtos quimicos (GODQOY; MEYER,
2014), entre elas a mistura de estrobilurina e carboxamida. Ambos ingredientes ativos
bloqueiam a respiracdo mitocondrial do fungo, atuando porém sobre sitios distintos. Além
disso, essas moléculas sdo conhecidas por exercerem efeito fisiologico positivo sobre
metabolismo antioxidante das plantas, contribuindo tanto contra o estresse bidtico quanto ao
abidtico sofrido (CARRIJO, 2014; JACOBELIS JUNIOR, 2015).

Uma alternativa economicamente viavel para o controle dessa doenca, que necessita
ser investigada, ¢ a fertilizacdo foliar com micronutrientes, como o niquel (Ni), em associacao
ou ndo com fungicidas. Uma vez que, o estado nutricional da planta pode determinar sua
maior ou menor suscetibilidade a doengca (DATNOFF et al., 2015). O Ni teve sua
essencialidade comprovada por Dixon et al. (1975) ao constatar que esse metal é componente
estrutural da metaloenzima urease (EC 3.5.1.5., ureia amidohidrolase), apresentando dois ions
de Ni em seu centro ativo (CIURLI, 2001). Essa enzima catalisa a hidrolise da ureia em
amonia (NHs3) e dioxido de carbono (CO.) (DIXON et al., 1975). Em plantas, sua
essencialidade foi confirmada nos estudos de Eskew, Welch e Cary (1983), Eskew, Welch e

Norvell (1984) e Brown et al. (1987), que verificaram uma baixa atividade da urease em soja,
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feijdo e cevada em decorréncia da 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
expressdo 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 (POLACCO; MAZZAFERA; TEZOTTO, 2013; FABIANO et
al., 2015).

Além dos efeitos nutricionais do Ni sobre o metabolismo do nitrogénio, esse
micronutriente pode afetar diretamente os microrganismos patogénicos, como ja relatado para
bactérias (WANG et al., 1999), fungos (KISHORE; PANDE; RAO, 2001; WOOD; REILLY,
2007; WIEBKE-STROHM et al., 2012). PulverizagGes foliares com Ni em baixas doses,
também aumentam a tolerdncia ao estresse bidtico e abidtico nas plantas, uma vez que esse
micronutriente é elicitor do metabolismo antioxidante elevando a atividade de enzimas do
ciclo ascorbato-glutationa, entre elas a catalase (CAT), peroxidase (POD) e superoxido
dismutase (SOD), que protegem as células das plantas contra radicais livres (GONZALEZ et
al., 2015).

Nesse contexto, aplicacdo de Ni foliar isolada ou aliada ao controle quimico com
fungicidas pode ser uma alternativa vidvel no manejo do oidio na cultura da soja. Para tal, o
objetivo desse estudo foi verificar o efeito do Ni, associado ou ndo ao controle quimico com
fungicida, no controle de oidio e suas relagdes com o estado nutricional, estresse antioxidativo

e metabolismo secundario em plantas de soja.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 CARACTERIZA(;AO DA AREA EXPERIMENTAL

O estudo foi conduzido de margo a junho de 2015 na Fazenda de Ensino e Pesquisa da
Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira (FEIS/UNESP), localizada em Selviria, Mato
Grosso do Sul, Brasil (20° 22° S e 51° 22° W, altitude de 335 m). A area experimental
pertence ao bioma Cerrado, sendo cultivada ha mais de 25 anos e nos altimos 10 anos em
sistema de plantio direto. Segundo a classificacdo de Kdppen, o clima da regido é do tipo Aw,
tropical imido, com estagdo chuvosa no verdo e seca no inverno. A precipitacdo média anual
¢ 1.232 mm, e a temperatura média anual é 24,5°C (HERNANDEZ; LEMOS FILHO;
BUZETTI, 1995). Durante a condugdo do experimento a temperatura diaria media variou
entre 27,2 °C e 15,3 °C, a precipitacdo média foi de 3,0 mm e a umidade relativa média de

86%, e estdo representados na Figura 1.
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Figura 1- Dados climaticos de precipitagdo (mm), umidade relativa do ar (%) e temperatura
minima, média e maxima (°C) durante o desenvolvimento do experimento. O experimento foi
instalado proximo a estacdo meteoroldgica da Fazenda Experimental de Pesquisa e Ensino da
Universidade Estadual Paulista localizada no municipio de Selviria-MS, Brasil.
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O solo da é&rea foi classificado como Latossolo Vermelho Distréfico tipico (LVd)
muito argiloso, e corresponde a ordem Oxisol (SOIL SURVEY STAFF, 1999). A andlise de
solo foi realizada segundo metodologia de Raij et al. (2001) e apresentava as seguintes
caracteristicas quimicas: fosforo(resina) 29 mg dm3; matéria organica 21 g dm; pH cloreto
de calcio (CaCly) 5,3; potassio 3,5 mmol. dm; célcio 38 mmol. dm; magnésio 22 mmol.
dm3; H* + Al mmole dm; aluminio 0 mmolc dm; niquel 0,1 mg dm; capacidade de troca

cationica 92,5 mmol. dm e saturacdo de bases (V%) - 69%.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E TRATAMENTOS

O estudo foi conduzido em delineamento de blocos ao acaso, em esquema fatorial 7 x
2, sendo sete doses de Ni (0; 10; 20; 40; 60; 80 e 100 g hal) utilizando como fonte sulfato de
niquel, associadas ou nio a dose de 300 mL p.c. ha'! fungicida Fluxapiroxade +
Piraclostrobina (Orkestra® SC), aplicados durante estadgio fenologico R1 (RITCHIE;
HANWAY; THOMPSON, 1997) com quatro repeticOes, totalizando 56 parcelas. As doses de
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Ni utilizadas no experimento foram baseadas nos trabalhos realizados por Queiroz (2012) e
Rodak (2014). Foi escolhido o fungicida Orkestra® SC por possuir registro no Ministério da
Agricultura e Pecuéria para o controle de doencas da soja, entre elas o oidio. Além disso, é 0
unico fungicida utilizado recentemente que apresenta os ingredientes ativos de interesse para

0 estudo por sua conhecida acéo fisiologica sobre a planta (Fluxapiroxade + Piraclostrobina).

4.3 INSTALACAO E CONDUCAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi conduzido em sistema de plantio direto. A correcdo da acidez do
solo ndo foi realizada visto que o saturacdo de bases encontrava-se adequado para as
exigéncias da soja. Foi efetuada dessecacdo da &rea, 20 dias antes da semeadura, com
Roundup Original (glifosato) (4,0 L ha*), Aurora 400 EC (carfentrazona-etilica) (200 mL ha"
1Y e 0,5% de 6leo mineral.

O cultivar de soja TMG 7062 IPRO (crescimento semi determinado, flor branca, ciclo
curto, suscetivel a oidio, tecnologia INOX® e Intacta RR2 PRO™) previamente tratado com
StandakTop® (2 mL p.c. kg de semente) foi semeado com densidade de aproximadamente
267.000 plantas ha?. As parcelas experimentais consistiram de quatro linhas de 6 m
espacadas 0,45 m, sendo a area util as duas linhas centrais, excluindo-se 0,5 m das
extremidades.

Concomitantemente as sementes foram inoculadas com 3 mL p.c. ha! do produto
comercial liquido com bactérias fixadoras de nitrogénio Bradyrhizobium japonicum. Para
adubagc&o de semeadura com NPK foi aplicado 350 kg ha™* do formulado 4-30-10.

O experimento foi semeado no dia 05 de margo de 2015, e as plantulas emergiram 7
dias ap06s o plantio, no dia 12 de marco de 2015. A realizacdo de semeaduras tardias ou
safrinha e cultivo no inverno sdo épocas mais favoraveis a ocorréncia do oidio, isso porque 0
fungo necessita de temperaturas em torno de 18-24 °C e baixa umidade relativa do ar para seu
desenvolvimento (GRIGOLLI, 2014; PEREIRA, 2015).

Quando necessario, a irrigacdo foi realizada por um sistema de aspersdo do tipo pivé
central, com lamina de agua média de 14 mm e turno de rega de 72 h. Durante o ciclo de
desenvolvimento das plantas o controle fitossanitario foi efetuado com Roundup Original
(glifosato) (4,0 L ha), Premio (clorantraniliprole) (50 mL hal), Belt (flubendiamida) (60 mL
ha!) e Connect (imidacloprido + beta-ciflutrina) (0,8 L ha™).

O uso de cultivar suscetivel ao oidio, aliado ao historico da area que é favoravel ao

aparecimento natural da doenca, e ao periodo e condigdes climéticas ideias para o seu
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desenvolvimento foram suficientes para a ocorréncia natural do oidio, dispensando a

necessidade de inoculagéo.

4.4 VARIAVEIS ANALISADAS
4.4.1 Avaliacdes do crescimento e produtividade

No estadio R8 foi avaliado o numero de vagens das plantas, excluindo-se as vagens
ndo granadas. A avaliagdo foi realizada em trés plantas da area Gtil de cada parcela.

Nesse mesmo estadio foi efetuada a avaliacdo da produtividade colhendo-se as plantas
da éarea util. Efetuou-se também a determinacdo do peso de 100 grdos. A umidade foi

padronizada em 13%.

4.4.2 Avaliacdo da severidade da doenca

A severidade da doenca foi avaliada através de sistema de notas, considerando-se a
porcentagem de area foliar com sintomas visiveis da doenca, avaliada com auxilio de escala
diagramética (MATTIAZZI, 2003).

4.4.3 Microscopia eletronica de varredura

No estadio R2, doze dias ap0s a aplicagdo dos tratamentos, amostras das folhas do
terco superior de uma planta de cada parcela foram coletadas. ApGs efetuar cortes de
quadrados de aproximadamente 0,5 mm?, as amostras foram submetidas a banho de ouro por
cerca de trés minutos na metalizadora Quorum (modelo Q150T). Em seguida, as amostras
foram levadas ao microscopio eletrdnico de varredura (ZEISS, EVO LS-15), onde obteve-se
imagens utilizando detectores de elétrons secundarios (para observar o relevo e topografia das
folhas), bem como detectores de elétrons retro espalhados (para observar o contraste nas

folhas, devido a presenca de elementos quimicos de diferentes nimeros atdmicos).

4.4.4 Andlise nutricional

No estadio R2, doze dias apds a aplicacdo dos tratamentos, foi coletado o primeiro
trifélio recém expandido de 20 plantas de cada parcela. O material, apds seco, foi utilizado
para quantificar os teores foliares dos macro e micronutrientes. Os grdos coletados em R8
tambem foram analisados.

Os teores de nitrogénio foram determinados pelo método semi-micro Kjeldahl, apos
digestdo sulfurica (MALAVOLTA,; VITTI; OLIVEIRA, 1997). Para quantificagdo dos
demais nutrientes efetuou-se digestdo nitroperclérica (JOHNSON; ULRICH, 1959). A
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determinacdo foi realizada em espectrofotometria de absorcdo atdmica, com excecdo do

fosforo e enxofre determinado em espectrofotometria e do potassio fotometria de chama.

4.4.5 indice de clorofila

No estadio R2, foram realizadas medicGes indiretas de clorofila com um medidor
eletronico portétil de intensidade da cor verde das plantas (SPAD), modelo Digital SPAD 502
(MINOLTA). A leitura foi efetuada em trés plantas de cada parcela, em cinco pontos da

terceira folha da haste principal do terco superior.

4.4.6 Anélises enzimaticas
4.4.6.1 Coleta do material

Foi coletado o primeiro trifélio totalmente expandido das plantas para quantificacdo da
atividade das enzimas urease (EC 3.5.1.5.), dez dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos, no
estadio R2, que foram condicionados em gelo até realizacdo da analise.

Uma segunda coleta foi realizada aos 11 dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos, no
estddio R2, sendo coletado o primeiro trifolio totalmente expandido de 15 plantas de cada
parcela, que foram condicionados em nitrogénio liquido, e utilizados para quantificacdo do
contetdo de peréxido de hidrogénio, peroxidacdo lipidica, conteldo de ureia, contetudo de
acido chiquimico, teor de proteina solGvel, superdxido dismutase, catalase e peroxidase. Esse
material foi macerado em N liquido e armazenado em freezer -80 °C até serem processadas as

analises.

4.4.6.2 Atividade da urease (EC 3.5.1.5)

A atividade da urease foi determinada em funcdo da producdo de N-NH4, segundo
metodologia de McCullough (1967) e o extrato foi obtido segundo metodologia descrita por
Hogan, Swift e Done (1983). Apds a coleta, 0,2 g da massa fresca foliar foi inserida em 8 mL
de tampéo fosfato de sédio com ureia pH 7,4 e foram mantidos em banho-maria a 30 °C com
agitacdo durante 3 horas para extracdo. A uma aliquota de 0,5 mL do extrato foi adicionado
2,5 mL do reagente I: fenol (0,1 mol L) e nitroprussiato de sédio (SNP) (170 pumol L),
seguido de agitacdo, e em seguida 2,5 mL do reagente 1l: hidroxido de sddio (0,125 mol LY),
fosfato dissodico (0,15 mol L) e hipoclorito de sédio (3% Cl2). Efetuou-se nova incubagéo
em banho-maria a 37 °C por 35 minutos. A determinacéo foi realizada em espectrofotémetro a

625 nm e os resultados expressos em pmol N-NH4 gt MF hl,
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4.4.6.3 Conteudo de perdxido de hidrogénio

O conteudo de peroxido de hidrogénio (H20.) foi determinado por meio da reagéo
com iodeto de potéssio (KI), segundo Alexieva et al. (2001). Foram pesados 100 mg do
material vegetal congelado, ao qual foi adicionado 1 mL de &cido tricloroacético (TCA) 0,1%
em eppendorf, esse material foi homogeneizado atraves de agitagdo em vortex e em seguida
foi centrifugado a 10000 rpm por 15 minutos, a 4 °C em centrifuga refrigerada. A 200 puL do
sobrenadante foram adicionados 200 uL de tampéo fosfato de potassio pH 7,5 (100 mM) e
800 uL de solucdo de KI (1M). As amostras foram mantidas em gelo durante uma hora. Apos
o resfriamento a temperatura ambiente, foram realizadas leituras de absorbancia a 390 nm. O
contetdo de perdéxido de hidrogénio no tecido foliar foi calculado com base numa curva
padrdo e os resultados expressos em nmol gt MF.

4.4.6.4 Peroxidacao lipidica

A avaliacdo da peroxidacdo lipidica foi determinada através da producdo de
metabdlitos reativos a é&cido 2-tiobarbitirico (TBA), principalmente o malondialdeido,
segundo metodologia de Heath e Packer (1968). A extracdo foi realizada pela
homogeneizacdo de 200 mg de material vegetal em 2 mL de &cido tricloroacético (TCA) 0,1%
(p/v) + polivinilpolipirrolidona (PVPP) 20%. O material homogeneizado foi centrifugado a
10.000 rpm, por 5 minutos, em centrifuga refrigerada a 4 °C. A 250 uL do sobrenadante foi
adicionado 1 mL de solucdo de &cido tricloroacético 20% + 0,5% de acido tiobarbiturico. As
amostras foram mantidas em banho-seco a 95 °C durante 30 minutos, e em seguida transferida
para gelo onde permaneceu por mais 10 minutos. Em seguida, o material foi novamente
centrifugado a 10.000 rpm, durante 10 minutos. Foram realizadas leituras das amostras em
dois comprimentos de onda, uma a 532 nm e outra a 600 nm. Os resultados foram expressos
em nmol MDA g MF.

4.4.6.5 Determinacéo de ureia

A quantidade de ureia foi determinada como descrito em Kojima et al. (2007). Foi
adicionado a 0,5 g de material vegetal 1 mL de &cido formico (10 mM) seguido de agitacdo
em vortex e centrifugagdo a 13200 rpm, a 4 °C, durante 15 minutos. Primeiramente foram
preparados reagentes que dariam origem ao reagente final para a determinacdo, sendo um
reagente acido contendo cloreto férrico hexahidratado, e acido ortofosforico, que ao ser
misturado com 4&cido sulfdrico, formou o reagente &cido misto; e dois reagentes

colorimétricos, um contendo tiosemicarbazida, e o outro contendo diacetilmonoxime, da



82

mistura dos dois reagentes colorimétricos obtem-se o reagente colorimétrico misto. O
reagente final, chamado reagente desenvolvedor de cor, foi preparado somente no dia do
ensaio, através da mistura de agua ultrapura, do Reagente Acido Misto e do Reagente
Colorimétrico Misto, nas proporcdes de 1:1:1. Para a determinacédo, foram utilizados 100 pL
da amostra, aos quais foram adicionados 1000 pL do reagente preparado. Eles foram
incubados a 99 °C por 15 minutos, sob agitacdo a 750 rpm, e em seguida foram esfriados por
5 minutos em gelos e mantidos em ambiente escuro. A determinagdo foi realizada em

espectrofotdmetro a 540 nm e os resultados foram expressos em pmol ureia g MF.

4.4.6.6 Determinacao do &cido chiquimico

Para a determinacéo de &cido chiquimico foi utilizado o método descrito por Singh e
Shaner (1998). Para isso, foi adicionado a 250 mg do material vegetal, 750 pL de acido
cloridrico (0,25 N), numa propor¢do de 1:3. O material foi homogeneizado através de
agitacdo em vortex e em seguida foi levado para centrifugacéo a 14.000 rpm, a 4 °C, durante
15 minutos. A 20 pL da amostra foram misturados 0,5 mL de solucdo de &cido periddico
(1%). A solucéo ficou descansando durante 3 horas. Em seguida foram adicionados 0,5 mL de
hidroxido de sdédio (IN), e 0,3 mL de glicina (0,1M). As leituras foram realizadas
imediatamente em espectrofotdmetro a 380 nm e os resultados expressos em umol de &cido
chiquimico g MF.

4.4.6.7 Extracao de proteinas e enzimas antioxidantes

O material vegetal armazenado em freezer -80 °C, foi macerado em nitrogénio liquido
em um almofariz. Posteriormente, o extrato foi obtido aproximadamente 0,3 g de material
vegetal processado, o qual foi transferido para tubos falcon de 15 mL, onde foi adicionado 5
mL de tampéo fosfato de potassio 100 mM, pH 6,8, contendo acido etileno diaminotetracético
(EDTA) 1 mM, ditiotreitol (DTT) 3 mM, e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 4% (p/v),
utilizando metodologia adaptada de (GOMES JUNIOR et al.,, 2007). O material foi
homogeneizado em mixer e em seguida foi centrifugado em centrifuga refrigerada a 9.000
rpm por 20 minuto a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para eppendorfs, e posteriormente

utilizado para quantificacdo de proteinas e da atividade das enzimas antioxidativas.

4.4.6.8 Determinacao de proteinas
A concentracdo das proteinas solUveis totais foi determinada segundo o método de

Bradford (1976), utilizando-se o BSA (“bovine serum albumin”) como padrdo. Foram
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pipetados em tubos de ensaio 100 uL da aliquota e 5 mL do reagente Bradford, que havia sido
preparado previamente. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdometro a 595 nm
e 0s resultados expressos em mg proteina g* MF.

4.4.6.9 Superodxido Dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi determinada de acordo com (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977).
A reacéo foi conduzida em camara de reagéo (caixa), sob iluminacdo de lampada fluorescente
de 15 W, a 25 °C. Foi adicionado 50 puL da amostra a 5 mL da solug¢ao: tampao fosfato de
sddio pH 7,8 (50 mmol L), metionina (13 mmol L), nitroblue tetrazélio (NBT) (75 mmol L-
1y, EDTA (0,1 mmol L?) e riboflavina (2 umol LY). As amostras foram acondicionadas na
caixa, tampada e livre de qualquer luz exterior, e mantidas sob a iluminagdo da caixa por 15
minutos. Concomitantemente, a mesma solucdo foi mantida no escuro em tubos de ensaio
encapados com papel aluminio, consistindo no branco de cada amostra. Posteriormente as
amostras foram homogeneizadas através de agitacdo em vortex. A determinacao foi realizada
em espectrofotdmetro a 560 nm e os resultados expressos em U SOD mg proteina™.

4.4.6.10 Catalase (CAT, 1.11.1.6)

A atividade da catalase foi determinada monitorando-se a degradacdo de H2O:
segundo metodologia de Azevedo et al. (1998). Em 25 uL do extrato proteico foi adicionado 1
mL da solugdo tampdo fosfato de potassio pH 7,5 (100 mM) e 2,5 uL H202 (30%).
Imediatamente apds as amostra foram agitadas em vortex. A determinacdo, da decomposicao
do H20, foi efetuada em intervalos de 2 min a 25 ‘C em espectrofotdmetro a 240 nm e os

resultados expressos em nmol mg proteina™.

4.4.6.11 Peroxidase (EC. 1.11.1.7)

A atividade da peroxidade foi determinada segundo (LIMA, 1994). Em 150 uL do
extrato proteico foram adicionadas as solucdes tampéo fosfato pH 6,7, H.O2 (30%), amino-
antiperina e fenol, com posterior incuba¢do em banho-maria a 30 °C por 5 minutos. Em
seguida, adicionou-se 2 mL de alcool etilico e as amostras foram agitadas em vortex. A
determinacéo foi realizada em espectrofotdbmetro a 505 nm e os resultados expressos em pmol

min mg proteina.
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

Em todos os conjuntos de dados considerados, foi analisada a normalidade dos dados,
utilizando-se o teste de Anderson-Darling e verificando-se a homocedasticidade dos dados
com o teste da equacdo da variancia (ou teste de Levenn’s). Os dados foram submetidos a
analise de variancia, com niveis de significancia de 0,05 de probabilidade, pelo teste F.
Quando significativas, as médias foram submetidas ao teste Tukey em nivel de 0,05 de
probabilidade utilizando-se o programa estatistico Minitab e Sigmaplot.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 EFEITO DO NI NA SEVERIDADE DO 0IDIO

O controle do fungo Erysiphe diffusa, agente causal do oidio na soja, vem sendo
realizado com aplicacdo de fungicidas, principalmente dos grupos quimicos estrobilurina e
carboxamida que atuam sobre a respiracdo mitocondrial do fungo. As estrobilurinas agem
inibindo o transporte de elétrons no complexo 3 mitocondrial, portanto, inibindo a respiragdo
dos fungos e, consequentemente, a formagdo de ATP. Enquanto as carboxamidas atuam no
complexo 2 da cadeia de transporte de elétrons, chamado de complexo succinato-
desidrogenase, resultando no bloqueio da producdo de ATP e na formacdo de moléculas
intermediarias prejudiciais a célula (YORINORI et al., 2004; ATTANAYAKE et al., 2010).

Na Figura 2 observa-se a influéncia do Ni nas estruturas reprodutivas — conidios — e
hifas fungicas. Os tratamentos com menor incidéncia de oidio, ou seja, associados a aplicacdo
de Ni com e sem o fungicida, ndo apresentaram o desenvolvimento dessas estruturas ou elas
se apresentaram danificadas. Pode-se observar também, que mesmo nas maiores doses de Ni,
ndo ocorreu efeito toxico desse micronutriente nas folhas, uma vez que ndo observou-se
alteracdes anatbmicas na superficie foliar.

A aplicacdo foliar de Ni associado ao fungicida reduziu drasticamente a severidade do
fungo nas plantas de soja como ilustrado nas Figuras 3 e 4. O Ni, a partir da dose de 40 g ha™*
associado ou ndo ao fungicida proporcionou menor incidéncia da doenga. Esse
micronutriente, quando associado ao fungicida, proporcionou melhor controle do oidio em
relagdo a sua aplicagdo isolada. Quando aplicado isoladamente, o Ni foi mais efetivo no

controle da doenga nas doses 80 e 100 g ha'.
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Figura 2- Diagnostico visual da severidade de incidéncia do oidio da soja em resposta a
aplicacdo de doses de Ni associado ou ndo ao fungicida.

Niquel + Fungicida
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Legenda: (a) T1 — controle (sem aplicagdo de Ni e fungicida); (b) T8 — (somente aplicacéo do
fungicida (Fluxapiroxade + Piraclostrobina) 300 mL p.c. ha); (c) T2 — aplicacdo de 10 g ha™
de Ni; (d) T9 — aplicagdo de 10 g ha de Ni + fungicida 300 mL p.c. ha; (e) T5 - aplicacéo
de 60 g ha! de Ni; (f) T12 - aplicacdo de 60 g ha™* de Ni + fungicida 300 mL p.c. ha’; (g) T7
- aplicalgéo de 100 g ha de Ni; (h) T14 - aplicacdo de 100 g ha? de Ni + fungicida 300 mL
.C. ha™.
IF:)onte: elaboracéo do préprio autor.
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Figura 3- Eletromicrografia da conidia e hifa do oidio da soja em resposta a aplicacdo de
doses de Ni associado ou ndo ao fungicida.

Niquel + Fungieida

Legenda: (a) T1 — controle (sem aplicacdo de Ni e fungicida); (b) T8 — (somente aplicacéo do
fungicida (Fluxapiroxade + Piraclostrobina) 300 mL p.c. hal); (c) T2 — aplicacdo de 10 g ha
de Ni; (d) T9 — aplicacdo de 10 g ha® de Ni + fungicida 300 mL p.c. hal; (e) T5 - aplicacéo
de 60 g ha! de Ni; (f) T12 - aplicacdo de 60 g ha* de Ni + fungicida 300 mL p.c. hal; (g) T7
- aplicagdo de 100 g ha de Ni; (h) T14 - aplicacdo de 100 g ha de Ni + fungicida 300 mL
p.c. hat. Setas em vermelho indicam detalhes da hifa e da conidia do fungo Erysiphe diffusa.
Fonte: elaboragdo do proprio autor.
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Os tratamento 60 g ha™* de Ni associado a 300 mL p.c. ha™ do fungicida diminuiu 99%
da severidade do fungo como ilustrado na Figura 3-F, deixando as folhas com verde intenso e
auséncia total de hifas e conidias do fungo (Figura 2-F). Na Figura 2 observa-se a influéncia
do Ni nas estruturas reprodutivas — conidios — e hifas fingicas. Na testemunha Figura 2-A a
seta vermelha indica a estrutura da conidia do fungo e a seta vermelha na Figura 2-C indica
estrutura de hifa e conidia danificada pelo tratamento foliar de Ni. Pelas Figuras 2 e 3 fica
claro o efeito sinérgico antifungico da aplicacdo do Ni associado ou ndo ao fungicida na
reducao da severidade do oidio.

Além disso, observa-se pelas imagens de eletromicrografias (Figuras 2-A a 2-H) que
as doses de Ni aplicado associado ou ndo ao fungicida ndo provocaram toxidez de Ni na folha
e nem alteragOes ultraestruturais. De acordo com a Figura 4, observa-se que aplicagdo a partir
de 40 g ha de Ni associado a 300 mL p.c. ha? do fungicida diminuiu significativamente a
severidade do fungo na soja. Para doses acima desse valor ndo houve diferenca estatistica
significativa. Pela andlise de correlacdo de Pearson, a porcentagem de severidade de oidio
teve correlacdo negativa ao nivel de 1 % de significancia com o teor foliar de Ni (r = -0,394),
com o teor de ferro nos gréos (r = -0,392), e com o teor de Ni nos grdos (r = -0,431) como
observado na Tabela 1.

Entretanto, Graham, Welch e Walker (1985), aplicando Ni via solo, também
observaram reducdo do ndamero de lesbes necroticas, causadas por Uromyces phaseoli var.
vignae. Em feijdo-caupi foi demonstrado que o Ni causa mudancas fisiolégicas como
aumento da atividade da urease que levam a reducdo nos danos causados por patdgenos
(GERENDAS et al., 1999). Comparando a aplicagio via solo e via foliar de Ni, Queiroz
(2012) observou menores valores de severidade de ferrugem asiatica na soja para doses até 60
g ha?, independente da forma de aplicagdo, obtendo para esta dose severidade semelhante a
de 2 aplicacdes de fungicida. Porém Queiroz (2012) ndo avaliou nenhum metabodlito para

explicar fisiologicamente os resultados observados.

5.2 ATIVIDADE DA UREASE E CONCENTRACAO DE UREIA

No presente estudo, o fungicida utilizado sem a combinacdo de doses de Ni (controle)
ndo aumentou a atividade da urease (Figura 5-A). Houve efeito sinérgico da aplicagdo do
fungicida associado ao Ni nas doses entre 10 a 40 g ha na atividade da urease. Doses até 40
g ha de Ni associado ou ndo ao fungicida aumentaram a atividade da urease, porém doses

acima de 60 g ha? diminuiram a atividade enzimatica principalmente quando associada ao
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fungicida. Porém essas atividade ainda foram superiores quando comparadas as testemunhas
sem Ni (Figura 5-A).

Figura 4- Porcentagem de severidade de incidéncia do oidio nos trifolios da soja em funcédo
da aplicacdo de doses de Ni associado ou ndo ao fungicida.
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Legenda: S — sem aplicacdo do fungicida, e C — com aplicacdo do fungicida. As médias
seguidas de mesma letra, mindscula comparando a aplicacdo de fungicida e mailscula
comparando as doses de Ni, ndo diferem entre si estatisticamente (p < 0,05) de acordo com o
teste Tukey. As barras de erro indicam o desvio padrdo da média de 4 repeticdes (n = 4).

Fonte: elaboragdo do proprio autor.

A atividade da urease teve correlacdo positiva com o teor de proteina (r = 0,330),
atividade das enzimas antioxidantes SOD (r = 0,711), CAT (r = 0,574), POD (r = 0,566), teor
de Ni nas folhas (r = 0,290) como observado na Tabela 1. Além disso, teve correlagdo
negativa com a porcentagem de severidade de oidio (r = -0,475), indicando ser uma enzima
chave no mecanismo fisioldgico para tolerancia ao oidio, bem como com o contetdo de ureia
(r=-0,421), isso porque a urease € a enzima responsavel pela catalise da hidrolise da ureia em
amonia e gas carbonico, logo o aumento na atividade enzimatica da urease vem acompanhado

da reducéo no conteudo de ureia.
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Figura 5 - Atividade da urease (a) e concentracdo de ureia (b) no tecido foliar de soja em
funcdo da aplicacdo de Ni associado ou ndo ao fungicida.
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Legenda: S — sem aplicacdo do fungicida, e C — com aplicacdo do fungicida. As médias
seguidas de mesma letra, miniscula comparando a aplicacdo de fungicida e maiuscula
comparando as doses de Ni, ndo diferem entre si estatisticamente (p < 0,05) de acordo com o

teste Tukey. As barras de erro indicam o desvio padrdo da média de 4 repeticdes (n = 4).
Fonte: elaboragdo do proprio autor.

Indiretamente o Ni afeta os microrganismos pela atividade da urease, esta enzima em

algumas bactérias e plantas, apresenta efeito antifingico (CARLINI; LIGABUE-BRAUN,
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2016). Recentemente, Wiebek-Strhom et al. (2012) estudando soja transgénica com supressao
do gene da urease, observaram que Rhizoctonia solani, Phomopsis sp. e Penicillium herguei
apresentaram maior incidéncia quando a atividade da urease era baixa. Observaram também
lesGes foliares mais evidentes de Phakopsora pachyrhizi no genétipo com gene de supressao.
Esses resultados corroboram com a correlacdo obtida nesse estudo entre a atividade da enzima
urease e a severidade do oidio.

A atividade da urease aumenta com a aplicacdo de Ni como observado por Eskew,
Welch e Norvell (1984), Klucas et al. (1983) e Krogmeier et al. (1991), cultivando soja em
solugdo nutritiva contendo Ni na concentracdo de 0,001 a 0,1 mg L™, corroborando com a
correlagdo positiva entre o Ni foliar e a atividade da urease obtida no presente trabalho. O
aumento da atividade enziméatica também foi verificado em outras culturas como cereais
(BROWN; WELCH; CARY, 1987), cucurbitaceas (GERENDAS; SATTELMACHER, 1997),
arroz (GERENDAS; ZHU; SATTELMACHER, 1998), e peca (Carya illinoinensis) (BAI;
REILLY; WOOD, 2006), tomate (GAD; EL-SHERIF; EL-GEREEDLY, 2007) e alface
(OLIVEIRA et al., 2013).

Como o Ni faz parte do grupo prostético da urease (DIXON et al., 1975), seu
fornecimento aumenta a atividade da urease, porém em altas concentracGes sua atividade
diminui, evidenciando o efeito toxico, como verificado por Rodak (2014), que obteve pico de
atividade da urease para as doses 0,5 e 0,6 mg dm de Ni, seguida de queda para as doses
maiores de Ni. Esses resultados corroboram com o presente trabalho, que aplicacdes foliares
de Ni acima de 60 g ha* associada ou ndo ao fungicida diminuiu a atividade da urease nas
folhas.

Foi observado ainda que a aplicagdo Ni combinado com o fungicida teve efeito
sinérgico sobre a atividade da urease até a dose 40 g ha, produzindo efeito antagonico a
partir da aplicacdo de 60 g ha. Estudos com cotilédones de abobrinha (El SHORA; AL,
2016), verificaram incremento na atividade da enzima urease com a aplicacdo de 10 a 60 mg
L1 de triazol, contendo triadimefon ou hexaconazole no tratamento de sementes.

A concentracéo de ureia na soja diminuiu com as aplicagdes de Ni via foliar (Figura 5-
B). Em condi¢cbes de baixa concentracdo de Ni no tecido foliar ha acumulo de ureia nos
tecidos (SHIMADA; ANDO, 1980; ESKEW; WELCH; NORVELL 1983; ESKEW,;
WELCH; NORVELL, 1984) efeitos similares também foram observados em plantas de
tomate (SHIMADA; ANDO, 1980), e feijdo-de-corda (Vigna unguiculata) (WALKER et al.,
1985). Foi demonstrado que a adicdo de Ni a solugéo nutritiva alivia sintomas de toxicidade
causado pelo acimulo de ureia (GERENDAS; SATTELMACHER, 1997; GERENDAS;
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ZHU; SATTELMACHER, 1998; TAN; IKEDA; ODA, 2000; ARKOUN et al., 2013), o
mesmo ocorre atraves da aplicacdo foliar de Ni (KUTMAN; KUTMAN; CAKMAK, 2013).
Nesse estudo, o fungicida utilizado sem a combinacdo de doses de Ni (controle) ndo
reduziu o contetdo de ureia (Figura 5-B). Para os tratamentos sem o fungicida houve reducédo
no contetido de ureia a partir da dose de 10 g ha* de Ni, seguido de aumento no contetido a
partir da dose de 80 g ha de Ni, acompanhando a atividade da enzima urease. Entretanto,
apesar dos tratamentos com fungicida apresentarem efeito sinérgico com as doses de Ni para a
atividade da urease, o conteldo de ureia apresentado foi superior aquele apresentado para 0s
tratamento sem fungicida, sendo que para a dose de 100 g ha'* de Ni associado ao fungicida, o
conteddo de ureia foi superior ao conteldo apresentado pela testemunha sem Ni,
demonstrando que o efeito do fungicida quando associado as doses de Ni, apesar de contribuir
com 0 aumento na atividade da enzima urease, ndo contribuiram para a reducdo no

concentracdo de ureia.

5.3 TEOR PROTEICO E ENZIMAS ANTIOXIDATIVAS

A aplicacdo foliar de Ni sem associacdo com fungicida apresentou maior concentracao
de 4cido chiquimico para a dose 40 g ha, e menor concentracéo para a dose 80 g ha® de Ni,
ndo diferindo estatisticamente para as demais doses (Figura 6-A). No entanto, para oS
tratamentos com fungicida as doses 10, 20 e 80 g ha® de Ni apresentaram maiores
concentragdes de acido chiquimico, enquanto que as doses 40, 60 e 100 g ha® de Ni
apresentaram as menores concentracfes, sendo que nao houve diferenca estatistica para o
tratamento sem Ni.

A atividade da SOD aumentou linearmente até a dose 60 g ha™* independentemente da
combinacdo ou ndo com o fungicida (Figura 6-B). Porém as mesmas doses de Ni associadas

ao fungicida foram significativamente maiores em relacdo a aplicacdo do Ni de forma isolada.
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Figura 6- Concentracdo de &cido chiquimico e atividade de enzimas antioxidativas no tecido
foliar de soja em funcéo da aplicacdo de Ni assoaciado ou ndo ao fungicida.
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Legenda: (a) concentracdo de acido chiquimico; (b) atividade da superoxido dismutase; (c)
atividade da catalase, (d) atividade da peroxidase; (e) peroxidacéo lipidica e (f) concentracéo
de perdxido de hidrogénio. Abreviacgdes: S — sem aplicagdo do fungicida, C — com aplicagéo
do fungicida. As médias seguidas de mesma letra, minGscula comparando a aplicacdo de
fungicida e maitscula comparando as doses de Ni, ndo diferem entre si estatisticamente (p <
0,05) de acordo com o teste Tukey. As barras de erro indicam o desvio padrdo da média de 4

repetigdes (n =

4).

Fonte: elaboracdo do proprio autor.
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Doses acima de 60 g ha™ combinadas ou no com o fungicida promoveu uma queda
dréstica na atividade da SOD. Isso sugere que aplicagBes foliares de doses acima de 60 g ha™
de Ni na soja pode comprometer a atividade da SOD e favorece a formacdo de espécies
reativas de oxigénio. Tal fato foi observado na dose de 100 g ha' de Ni aumentou
significativamente a concentracdo de malondialdeido (MDA), 0 que representa 0 aumento na
peroxidacdo lipidica no tecido foliar (Figura 6-F)

A atividade da CAT e POD tiveram resultados similares em funcdo da aplicacéo foliar
de Ni (Figuras 6-C e 6-D). A aplicacéo foliar de Ni entre as doses 10 a 60 g ha™ aumentou a
atividade da CAT e esses valores foram muito maiores da presenca do fungicida.
Aparentemente hd um efeito sinérgico da aplicacdo foliar do fungicida e o Ni nas doses entre
10 a 60 g ha. O aumento de enzimas antioxidativas como a CAT é um processo fundamental
para evitar formacdo de radicais livres na planta bem como aumentar a resisténcia contra
fatores bidticos e abidticos. J4 a POD (Figura 6-D) teve aumento significativo entre as doses
10 a 40 g ha't, porém sem o efeito significativo da combinagéo do fungicida com o Ni.

O Ni é elicitor do metabolismo antioxidante da planta ajudando no estresse biotico e
abiotico (REIS et al., 2014), dessa forma contribuindo na defesa da planta (THAKUR;
SOHAL, 2013). Espécies reativas de oxigénio sdo comumente produzidos, porém essa
producdo é aumentada sob condi¢cdes de estresse, dessa forma a ativacdo de mecanismos
antioxidantes, enzimaticos e ndo enzimaticos, € importante para a manutencdo do estado
fisiolégico da planta (THAKUR; SOHAL, 2013). Alguns dos metabolitos produzidos pelas
plantas para aliviar danos celulares e eliminar espécies reativas de oxigénio, tém origem na
rota do &cido chiquimico como flavonoides, antocianinas e fenodis (SCALABRIN;
RADAELLI; CAPODAGLIO, 2016), como observado pela correlacdo entre o &cido
chiguimico e a peroxidacéo lipidica.

A aplicacdo de fungicida reduziu a concentracdo de peroxido de hidrogénio quando
associado as doses 10, 20 e 40 g ha de Ni, apresentando efeito positivo ja que a aplicacio
das mesmas doses de Ni sem o fungicida apresentaram aumento na concentracao de peroxido
de hidrogénio (Figura 6-E), com excecdo para a dose 100 g ha de Ni que na presenca de
fungicida apresentou maior concentragdo. Para as demais doses o efeito na concentracdo de
peroxido de hidrogénio é decorrente das doses de Ni, ndo havendo diferenca para a aplicacdo
de fungicida.

A aplicacio de doses de Ni sem o fungicida até a dose 60 g ha™ ndo apresentou
diferenga estatistica do controle sem o Ni para a concentracdo de MDA foliar (Figura 6-F).

Entretanto, a aplicacdo de fungicida associado as doses 0 e 10 g ha® de Ni reduziu a
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concentracio de MDA, e aumentou quando associado as doses 40 e 60 g ha™ de Ni. Por outro
lado, 0 aumento na concentracdo de MDA observado para as doses 80 e 100 g ha™ de Ni, séo
influenciados apenas pelas doses de Ni.

Em relacdo as enzimas antioxidativas, a atividade da SOD teve correlagdo positiva a
atividade da CAT (r = 0,717), POD (r = 0,416), com a concentracdo de peroxido de
hidrogénio (r = 0,310), e com o teor de Fe nos graos (r = 0,267). Interessante notar que a SOD
teve uma correlacdo negativa com a porcentagem de severidade de oidio (r = -0,334), teores
foliares de manganés (r = -0,419) e zinco (r = -0,382). No caso dos grdos a correlacdo
negativa foram com os nutrientes nitrogénio (r = -0,381) e potassio (r = -0,330). Por outro
lado, a atividade da CAT teve correlagdo positiva com a atividade da POD (r = 0,761), teor
foliar de ferro (r = 0,365) e teor de ferro nos grdos (r = 0,4). A CAT teve correlacdo negativa
com a concentracdo de MDA (r = - 0,348), e, similar a SOD, a CAT também teve uma
correlacdo negativa a porcentagem de severidade de oidio (r = -0,353), teor foliar de zinco (r
=-0,347), teor foliar de Ni (r = -0,374), teor de nitrogénio nos graos (r = -0,316), e teor de Ni
nos graos (r = -0,349). A atividade da POD teve correlacdo positiva com o teor foliar de Fe (r
= 0,359), e com o teor de Zn nos grdos (r = 0,401), e correlagdo negativa com a concentracao
de MDA (r = - 0,313), com o teor foliar de Ni (r = -0,404) e com o teor de Ni nos graos (r = -
0,359). Interessante notar que, a POD néo teve correlacdo negativa com a porcentagem de
severidade do oidio, o que indica que a urease, SOD e CAT sdo as principais enzimas
envolvidas na regulacdo fisiologica da diminuicdo da severidade da doenca em funcdo da
aplicacdo foliar de Ni.

A concentracdo de MDA teve correlagdo positiva com o teor foliar de Cu (r = 0,321),
com o teor foliar de Ni (r = 0,827), e com o teor de Ni nos gréos (r = 0,875), e correlacéo
negativa com a concentracao de acido chiquimico (r = - 0,420), com os teores foliares de Fe (r
=-0,489) e Mn (r = - 0,330), e com o teor de Zn nos grdos (r = - 0,257). Enquanto que a
concentracdo de peroxido de hidrogénio teve correlacdo negativa com os teores foliares de Fe
(r=-0,323) e Zn (r =- 0,226).

As respostas enzimas em funcdo da fertilizacdo com Ni pode variar entre as espécies.
J& foram verificadas, que baixas doses de Ni (< 200 uM) promovem aumentos na atividade de
SOD, CAT e POD em milho (BACCOUCH; ABDELILAH; EZZEDDINE, 2001), arroz
(MAHESHWARI; DUBEY, 2009) e aguapé (GONZALEZ et al., 2015). Entretanto, a dose de
200 uM, reduziu a atividade de SOD e CAT, e aumentou a atividade de POD em brotos de
trigo (GAJEWSKA et al., 2006). Aplicado na dose de 0,5 mM, o Ni aumentou a atividade de
SOD, CAT e POD em células de cafeeiro (GOMES JUNIOR et al., 2006), e de SOD e POD
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em mudas de caju (RAO; SRESTY, 2000). Todavia levou a queda na atividade de CAT em
caju (RAO; SRESTY, 2000) e canola (KAZEMI et al., 2010) e de CAT e POD em folhas de
repolho (PANDEY; SHARMA, 2002).

Em plantas de soja Sirhindi et al. (2015), verificou aumento na atividade de SOD e
CAT, e reducdo na atividade de POD aplicando 2 mM de cloreto de Ni, por sua vez, a
producéo de H.O> foi aumentada em 36% quando comparado ao controle sem Ni, levando a
um aumento de 87% na concentracdo de MDA. No presente trabalho, para as doses
semelhantes a concentracdo utilizada por Sirhindi et al. (2015) foi verificado aumento de
SOD, CAT e POD, que so tiveram sua atividade reduzida em doses acima de 60 g ha™.

A aplicacio de doses de Ni acima de 60 g ha* levaram a um aumento concentragéo de
MDA, enquanto que a dose de 60 g ha' de Ni apresentou a concentragdo de H.O,. Foi
demonstrado que concentracGes excessivas de Ni aumentam a concentracdo de H.O, em
(BOOMINATHAN; DORAN, 2002), e de peroxidacdo da membrana lipidica em varias
espécies como milho, trigo, feijdo guandu, soja e plantas do género Alyssum (PANDOLFINI;
GABBRIELLI; COMPARINI, 1992; BACCOUCH; CHAOQOUI; FERJANI, 1998; RAO;
SRESTY, 2000; BOOMINATHAN; DORAN, 2002; HAO; WANG; CHEN, 2006;
STEBBINS; POLACCO, 1995; KAZEMI et al., 2010)

Apesar do incremento exercido pelo Ni sobre a atividade das enzimas antioxidantes, o
teor de Ni na folha apresentou correlacdo negativa para CAT e POD (Tabela 1). Por sua vez, a
atividade da enzima urease apresentou correlacdo positiva para as trés enzimas, indicando
uma influéncia indireta do Ni sobre a atividade dessas enzimas. De forma semelhante ao
verificado para a urease, a aplicagdo de fungicida também teve efeito sinérgico sobre a
atividade das enzimas antioxidantes até a dose de 60 g ha™ para SOD e CAT, e até a dose 40
g hat em POD.

A SOD atua na primeira linha de defesa contra espécies reativas de oxigénio, sendo
responsavel por dismutar o superoxido (O2) em formas menos toxicas H202 e Oz. Em
seguida CAT e POD séo responsaveis por por transformar o H202 em H20 e O2 (THAKUR,;
SOHAL, 2013). Isso explica a correlacdo entre a SOD e o conteldo de H2O2, e com CAT e
POD.

5.4 AVALIACAO DO ESTADO NUTRICIONAL
A aplicacdo foliar de Ni alterou o concentracédo foliar de nitrogénio total nas plantas de
soja, contudo, sem apresentar um comportamento em relagéo aos tratamentos (Figura 7-A),

enquanto, para o fungicida ndo houve efeito. Entre os demais nutrientes, destaca-se o
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comportamento do ferro e manganés que apresentaram menores concentra¢fes associados as
maiores doses de Ni, com ou sem fungicida (Figuras 7-B e 7-C). Em relacdo ao manganés e
ferro nos grdos de soja foi varidvel em fungdo das aplicacdes de Ni associado ou ndo ao
fungicida, a concentragio de manganés ndo diferiu estatisticamente até a dose de 80 g ha™.
Similar como ocorrido no tecido foliar, a dose de 20 g ha™* proporcionou levemente maiores
teores de manganés no gréo (Figuras 8-A e 8-B).

Apesar de ser constituinte da urease, enzima responsavel pela quebra do ureia em
amonio e gas carbonico (DIXON et al., 1975) e portanto ser responsavel pela reciclagem do
nitrogénio na planta (POLACCO; MAZZAFERA; TEZOTTO, 2013; FABIANO et al., 2015),
tanto o Ni quanto a urease ndo apresentaram correlacdo significativa com o teor de nitrogénio
nas folhas ou nos gréos. Esse resultado corrobora com alguns trabalhos realizados em soja
(RODAK, 2014); colza (GERENDAS; SATTELMACHER, 1999) e alface (OLIVEIRA et al.,
2013), que também ndo verificaram alteracdo no teor de nitrogénio no tecido foliar pela
aplicacdo de Ni. Entretanto, houve diferenca significativa para teor de nitrogénio em plantas
tratadas com fungicida, sob influéncia das doses de Ni, apesar desse efeito ser quase
constante, sendo que apenas a dose 20 g ha™* foi superior as demais estatisticamente.

Quanto a interacdo com os demais nutrientes, de maneira geral, absor¢do de macro e
micronutrientes catiénicos € reduzida em altas concentracdes de Ni nos érgdos das plantas
(BARSUKOVA; GAMZIKOVA, 1999), isso ocorre porque o Ni utiliza transportadores néo
especificos de cations, como YSL, ZIP/Nramp e nicotianamina sintase, dessa forma, causando
competicdo entre os cations divalentes, com destaque para Cu, Fe, Mn e Zn (DOUCHKOV et
al., 2005; MIZUNO et al., 2005; GENDRE et al., 2006).

Dessa forma, € relatado na literatura uma reducdo na absorcdo de ferro por plantas
fertilizadas com Ni (RAHMAN et al., 2005). De maneira que o excesso de Ni causa sintomas
de clorose nas folhas, semelhantes aos sintomas de deficiéncia de ferro nas plantas (MISHRA,
KAR, 1974). Buscando elucidar o mecanismo subjacente de fitotoxicidade de Ni, Nishida et
al. (2015), demonstraram que o Ni além de utilizar os transportadores de ferro, IRT1 (lron-
regulated transporter 1), que é homdlogo aos transportadores da familia ZIP, ainda estimulam

sua expressdo, acelerando ainda mais o acimulo de Ni no tecido foliar.
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Figura 7 - Teores foliares de nitrogénio e micronutrientes na soja em resposta a aplicacdo de
Ni associado ou ndo ao fungicida.
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Legenda: S — sem fungicida, C — com fungicida. (a) nitrogénio; (b) ferro; (c) manganés; (d)
niquel. Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas ndo séo significativamente diferentes
e acordo com teste t (p < 0,05) na sequéncia de uma comparagdo horizontal de barras a partir
de diferentes doses de Ni. As barras de erro representam o erro padrdo da média (n = 4).

Fonte: elaboragdo do proprio autor.

Além disso, segundo Kazemi et al. (2010), algumas enzimas antioxidantes como a
CAT e a POD contém ferro em sua estrutura. Justificando, dessa forma, a correlacéo positiva
entre o conteldo foliar de ferro, CAT e POD. Devido as altas concentragbes de Ni
diminuirem o conteudo de ferro no tecido vegetal (PANDEY; SHARMA, 2002), a reducdo da
atividade dessas enzima é decorrente da falta de ferro para sua biossintese (KAZEMI et al.,
2010), o que pode estar relacionado a correlagdo negativa apresentada pelo teor de Ni na folha
e a atividade dessas duas enzimas, bem como com o conteido de MDA e H20,, que sdo

controlados por essas enzimas.
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De acordo com a correlacdo de Pearson, o teor foliar de nitrogénio apresentou
correlagdo positiva com o teor foliar de ferro (r = 0,362) e correlagcdo negativa com o teor
foliar de Ni (r = -0,323) como observado na Tabela 1. Ja os teores foliares de fésforo teve
correlacdo positiva com os teores foliares de calcio (r = 0,489), cobre (r = 0,297), zinco (r =
0,452), e teor de enxofre nos graos (r = 0,306). O teor foliar de ferro correlacionou-se
positivamente com o teor de manganés nos gréos (r = 0,295) e negativamente com o teor de
Ni na folha (r = -0,567) e Ni nos gréos (r = -0,489). Essa relacdo negativa entre ferro e Ni €

devido a ocupacao do mesmo sitio ativo e proteinas transportadoras de cations divalentes.

Figura 8 - Teores de nutrientes em grdos de soja em resposta a aplicagdo de Ni associado ou
ndo ao fungicida.
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Legenda: S — sem fungicida, C — com fungicida. (a) manganés; (b) ferro; (c) niquel. Médias
seguidas pelas mesmas letras minusculas ndo séo significativamente diferentes e acordo com
teste t (p < 0,05) na sequéncia de uma comparacao horizontal de barras a partir de diferentes

doses de Ni. As barras de erro representam o erro padrédo da média (n = 4).
Fonte: elaboracdo do proprio autor.

O contetdo foliar de Ni variou de 3.8 a 38.0 mg kg™ aumenta em funcdo da sua
aplicacdo foliar independente da aplicacdo de fungicida (Figura 7-D). O Ni, quando aplicado

com o fungicida, apresentou a partir da dose de 40 g ha maiores valores, evidenciando um
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efeito sinérgico com o fungicida. O contetido de Ni no gréo variou de 3 a 18 mg kg de Ni,
apresentou comportamento semelhante ao contetdo foliar, dessa forma, evidenciando elevada
taxa de translocacéo. O teor foliar de Ni teve correlagdo negativa com os teores de cobre (r = -
0,318), manganés (r = -0,322), e zinco (r = -0,255) nos graos, e correlacdo positiva com o teor
de Ni (r = 0,935).

Em relagdo os nutrientes no grdo em funcdo das aplicaces de Ni associado ou ndo ao
fungicida, os teores de manganés ndo diferiu estatisticamente até a dose de 80 g ha™. Similar
como ocorrido no tecido foliar, a dose de 20 g ha™ proporcionou maiores teores de manganés
no gréo (Figura 8-A). Os teores de Ni no grdo aumentaram linearmente com a aplicacao foliar

de Ni, o que indica grande translocagéo do elemento (Figura 8-C).

5.5 PARAMETROS DE PRODUTIVIDADE

O numero de vagens da soja € uma variavel agrondmica importante e pode refletir na
produtividade. A aplicacdo de doses de Ni entre 80 e 100 g ha® aumentou o nimero de
vagens em relacdo ao controle, porém ndo aumentou significativamente a produtividade. Por
outro lado, a aplicacdo do fungicida aumentou a produtividade da soja em aproximadamente

200 kg por hectare.

Figura 9- Numero de vagens e produtividade da soja em resposta a aplicacdo de Ni associado
ou ndo ao fungicida.
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Legenda: S — sem fungicida, C — com fungicida. Médias seguidas pelas mesmas letras
minusculas ndo sdo significativamente diferentes e acordo com teste t (p < 0,05) na sequéncia
de uma comparacdo horizontal de barras a partir de diferentes doses de Ni. As barras de erro

representam o erro padrdo da média (n = 4).
Fonte: elaboragdo do proprio autor.
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O numero de vagens apresentou correlacdo positiva com o teor de Ni nas folhas e nos
grdos, porém o efeito dos tratamentos ndo foi regular. Rodak (2014), trabalhando com a
aplicacdo de doses de Ni na cultura da soja em condicOes de casa de vegetacdo ndo observou
efeito significativo dos tratamentos sobre o nimero de vagens.

A produtividade aumentou em funcdo do fungicida, o qual proporcionou menor
severidade de oidio. Nesse estudo, apesar da melhoria fisiologica, nutricional e menor
incidéncia de oidio possibilitada pelo Ni, esse micronutriente ndo proporcionou incrementos
na producdo. A produtividade apresentou correlacdo positiva com o teor de Ni nas folhas,
apesar disso ndo houve efeito significativo das doses de Ni como relatado em diversos
trabalhos com a aplicacdo de Ni em soja (KUTMAN; KUTMAN; CAKMAK, 2012;
RODAK, 2014). A correlagdo positiva pode ser resultado indireto do efeito do Ni sobre a
severidade do oidio, corroborando dados da literatura (REIS et a., 2014). Esses autores atribui
a acdo do Ni sobre o controle de doencas fungicas como a ferrugem asiatica sobre o aumento
de produtividade da soja com a aplicagdo de 50 g ha® de Ni.

O numero de vagens teve correlacdo positiva ao nivel de 1 % de significancia com o
teor de proteina soltvel (r = 0,338), cobre (r = 0,327) e Ni (r = 0,359) nas folhas e com os
teores de boro (r = 0,367) e Ni (r = 0,37) nos graos. Ja a produtividade teve correlacédo
negativa com o indice SPAD (r = -0,321), com a porcentagem de severidade do oidio (r = -
0,5), nitrogénio (r = -0,351), boro (r = -0,371), manganés (r = -0,540) e relacdo positiva com o0
Ni (r = 0,284) nas folhas.



Tabela 1- Correlacdo de Pearson entre as variaveis analisadas nesse estudo.
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Legenda: N. vagens - nimero de vagens; produt. - produtividade (kg ha'); SPAD — indice de clorofila; urease (umol N-NH4 g* MF hl); RN —
redutase do nitrato (umol N-NO, g* MF h); Prot — proteina (mg g* MF); SOD — superdxido dismutase (U/mg prot); CAT - catalase (nmol
min/mg prot); POD - peroxidase (umol min/ mg prot); MDA — peroxidacdo lipidica (nmol g MF); H,0, — perdxido de hidrogénio (umol g
FW); écido chiquimico (umol écido chiquimico g FW); (Sev. - % de severidade; N — nitrogénio (g kg™); P — fésforo (g kg); K — potassio (g
kg™); Ca — calcio (g kg*); Mg — magnésio (g kg?); S — enxofre (g kgt); B — boro (mg kg?); Cu — cobre (mg kg?); Fe - ferro (mg kg?); Mn -
manganés (mg kg™), Zn — zinco (mg kg™?) e Ni — niquel (mg kg™).
Fonte: Elaboragéo do proprio autor.
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6 CONCLUSAO

Na presenca do fungicida houve aumento na produtividade, mas néo houve efeito das
doses de Ni aplicadas.

As doses de Ni associadas ao fungicida reduziu a severidade do oidio nas folhas de
soja. O tratamento 40 g ha' de Ni associado a 300 mL p.c. ha’ do fungicida reduziu a
severidade do oidio a 99%. Esse tratamento proporcionou atividades maximas das enzimas
urease, SOD, CAT e POD. Essas enzimas sdo reguladas pelo Ni e tem um importante papel

fisioldgico na reducdo da severidade do oidio na soja.
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CAPITULO IV

Niquel no controle da ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi) da soja

RESUMO

Phakopsora pachyrhizi ¢ um fungo basidiomiceto biotréfico causador da ferrugem asiética,
considerada a principal doenca da soja na América do Sul. O niquel (Ni) é um micronutriente
essencial para as plantas, constituinte da enzima urease e apresenta propriedades antifngicas.
O objetivo desse trabalho foi avaliar o papel do Ni na resposta antioxidante, nutricional e no
controle da ferrugem asiatica. O primeiro experimento foi em placas de Petri contendo agar e
0s seguintes tratamentos: (fungicida picoxistrobina + ciproconazole 100 mL L como
controle; 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 0,8; 1,0; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 5,0 g L™* de Ni) com seis repeticdes.
O experimento de campo foi conduzido em delineamento de blocos ao acaso, em esquema
fatorial 7 x 2, sendo sete doses de Ni (0; 10; 20; 40; 60; 80 e 100 g ha') associadas ou n&o ao
fungicida (picoxistrobina + ciproconazole 300 mL p.c. hal), com quatro repeticdes,
totalizando 56 parcelas. A porcentagem de germinacdo do fungo em placa de Petri diminuiu
significativamente em funcdo das doses de Ni aplicadas. O tratamento 0,5 g L de Ni
equivale a aplicagdo de 100 g ha? e resultou na reducdo de 80% da germinagdo do
urediniosporo. A maior dose de Ni aplicada apresentou 100% de inibicdo da germinagdo do
urediniésporo. A concentracdo de Ni nas folhas e nos grdos aumentaram linearmente em
funcédo da aplicacdo do nutriente. Houve alta translocagdes do Ni das folhas para os gréos (r =
0,99). A atividade da urease aumentou até a dose 40 g hat, seguido de queda da atividade da
enzima. Na auséncia do fungicida, a concentracdo foliar de ureia diminuiu até a dose de 40 ¢
ha! e depois permaneceu constante. Por outro lado, na presenca do fungicida, a concentragio
foliar diminuiu até a dose 20 g ha™ seguido de aumento. Isso indica que a aplicacdo acima de
40 g ha de Ni combinado com fungicida inibe a capacidade da urease quebrar a ureia em
amonio e gas carbonico, resultando em altas concentracdes de ureia no tecido foliar. A
atividade da peroxidase, catalase e superoxido dismutase aumentou até as doses 20 g ha*, 40
g ha' e 60 g ha, respectivamente. A combinacdo de doses de Ni e fungicida aumentou a
concentracdo de perdxido de hidrogénio e peroxidacdo lipidica, o que indica a formacdo de
espécies reativas de oxigénio no tecido foliar. Nesse estudo, a aplicacdo de doses de Ni
associado ou ndo ao fungicida nao apresentou efeito na produtividade da soja.

Palavras-chave: Enzimas antioxidativas. Phakopsora pachyrhizi. Niquel. Urease. Soja.
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Nickel fights soybean rust disease (Phakopsora pachyrhizi)

ABSTRACT

Phakopsora pachyrhizi is a biotrophic basidiomycete fungus and currently is the most severe
disease in the major soybean growing areas in South America. Nickel (Ni) is an essential
micronutrient for higher plants, constituent of urease enzyme and shows antifungal properties.
This study aimed to evaluate the role of Ni on antioxidant metabolism, nutritional status and
on inhibition of P. pachyrhizi urediniospores germination. Bach experiment was conducted
using Petri dishes containing agar, and the following treatments: (fungicide picoxystrobin +
cyproconazole 100 mL L as control; 0; 0.1; 0.2; 0.3; 0.5; 0.8; 1.0; 2.0; 2.5; 3.0; 3.5; 5.0 g L™*
of Ni) with six replicates. The field experiment was conducted in randomized plots distributed
in factorial scheme 7 x 2, where; seven levels of Ni concentration (0, 10, 20, 40, 60, 80 and
100 g ha!) combined or not with fungicide (picoxystrobin + cyproconazole 300 mL a.i. ha?)
with four replications, totaling 56 plots. The urediniospore germination in Petri dishes
decreased significantly in response to Ni supply. The treatment 0.5 g L™ of Ni is equivalent to
100 g ha! foliar application of Ni, and resulted in 80% inhibitory effect on P. pachyrhizi
urediniospore germination. The highest level of Ni applied showed 100% inhibition of fungus
germination. The total Ni concentration in leaves and seeds increased linearly due to foliar Ni
application. The results show high translocation of Ni from leaves to grains (r = 0.99). The
urease activity increased up to 40 g hal, followed by a decrease of enzyme activity. When Ni
is not combined to fungicide, foliar urea concentration decreased up to 40 g ha? and then
remained constant in response to Ni application. Moreover, when Ni is combined with
fungicide, foliar urea concentration decreased up to 20 g ha*, followed by extremely high
increases. These results suggest that application of Ni combined with fungicide above 40 g ha
! inhibits urease enzyme’s ability to break down urea into ammonium and carbon dioxide,
resulting in extremely high urea concentrations in leaf tissues. The activity of peroxidase,
catalase and superoxide dismutase increased up to 20 g ha, 40 g ha! and 60 g ha of Ni
foliar application, respectively. The combination of Ni and fungicide increased the leaf
hydrogen peroxide concentration and lipid peroxidation, which indicates the formation of
reactive oxygen species in leaf tissues. In this study, the foliar application of Ni combined or
not with fungicide showed no effect on soybean yield.

Key-words: Antioxidant enzymes. Phakopsora pachyrhizi. Nickel. Urease. Soybean.
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3 INTRODUCAO

A cultura da soja (Glycine max [L.] Merriel) é um dos produtos agricolas mais
consumidos em todo o mundo, com grandes mercados consumidores na &sia, europa e
américa (UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE- USDA, 2016). Nos
ultimos 20 anos a area de cultivo de soja no Brasil triplicou, e sua producdo representa
48,68% de todos produtos agricolas brasileiros, deste que é atualmente o segundo maior
produtor mundial de soja (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO- CONAB,
2016).

Um dos problemas que impedem a obtencdo de maiores produtividades no Brasil é o
ocorréncia de doencas. A ferrugem asiatica, causada pelo fungo P. pachyrhizi, é atualmente
considerada a doenga mais severa na cultura da soja em todo o mundo (LANGENBACH et
al., 2016), levando a perdas de até 90% quando ndo controlada (HARTMAN et al., 2015;
GODOQY et al., 2016). SO no Brasil a doenca ja causou perdas de mais de US$ 10 bilhGes
desde o seu primeiro surto epidémico em 2001 (DA SILVA et al., 2014; LANGENBACH et
al., 2016).

Vérias estratégias de manejo da doenca sdo recomendadas no Brasil como a utilizacao
de cultivares de ciclo precoce e semeaduras no inicio da época recomendada, a eliminacédo de
plantas de soja voluntarias e a auséncia de cultivo de soja na entressafra por meio do vazio
sanitario, o monitoramento da lavoura desde o inicio do desenvolvimento da cultura e a
utilizacdo de cultivares com gene de resisténcia (GODOY; BUENO; GAZZIERO, 2015). No
entanto, os fungicidas sdo as principais ferramentas para controle da doenca
(LANGENBACH et al., 2016).

Apesar da grande contribuicdo que os fungicidas sistémicos, sitio-especificos,
proporcionam no controle de doencas, seu uso intensivo pode ter como consequéncia a
selecdo de isolados de fungos menos sensiveis ou resistentes (GODOY et al., 2015a).
Populagdes de P. pachyrhizi menos sensiveis a inibidores de desmetilacdo (DMIs) tém sido
relatadas desde 2007 (GODQY, 2011). Desde entdo, DMIs sdo comercializados apenas em
misturas com os inibidores de quinona oxidase (Qols), como a mistura de triazois e
estrobilurinas (GODOY; BUENO; GAZZIERO, 2015).

Entretanto, mesmo as misturas comegaram a se mostrar menos eficientes no controle da
doenga, demonstrando resisténcia cruzada, sendo que a eficacia de misturas contendo o
picoxistrobina ou protioconazol foram menos afetadas (GODOY et al., 2016). Devido ao
elevado nimero de esporos que produzem, P. pachyrhizi juntamente com outros patdgenos de

plantas policiclicos, tem alta propensédo a evoluir (BRADLEY, 2007).
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Mesmo tendo surgido fungicidas com novos mecanismos de a¢ao, moléculas inibidoras
da succinato desidrogenase (SDHIs), sua eficacia ainda ndo foi comprovada. Dessa maneira,
velhos fungicidas multi-sitio, como mancozeb e sulfato de cobre, que apresentam baixo risco
de resisténcia, tém sido novamente testados em misturas entre si e com outros fungicidas
sitio-especificos na tentativa de aumentar a eficiéncia do controle de P. pachyrhizi e reduzir
0s riscos de resisténcia (GODOQY et al., 2016).

Foi demonstrado que o niquel (Ni) pode afetar diretamente 0s microrganismos
patogénicos, como ja relatado para bactérias (WANG et al., 2000), fungos (KISHORE;
PANDE; RAO, 2001; WOOD; REILLY, 2007; WIEBKE-STROHM et al., 2012). Sua
eficacia no controle de P. pachyrhizi ja foi demonstrado em ensaios in vitro, e em condicGes
de casa de vegetacdo por Queiroz (2012), sendo aplicado tanto via solo como via foliar.
Wiebke-Strohm et al. (2012) também demonstrou que a atividade da enzima urease, da qual o
Ni € componente estrutural (DIXON et al., 1975), promove resisténcia a P. pachyrhizi, ao
observar que mutantes com gene da urease deletado apresentavam mais lesdes em relagéo a
mutantes de soja com genes que expressam a urease.

A metaloenzima urease (EC 3.5.1.5., ureia amidohidrolase), possui dois ions de Ni em
seu centro ativo (CIURLI, 2001), e é a Unica enzima responsavel pela hidrolise da ureia em
amonia (NHs) e dioxido de carbono (CO.) (DIXON et al., 1975; POLACCO; HOLLAND,
1993), desempenhando importante papel no metabolismo do nitrogénio (POLACCO;
MAZZAFERA; TEZOTTO, 2013; FABIANO et al., 2015). Além disso, o Ni € elicitor do
metabolismo antioxidante elevando a atividade de enzimas do ciclo ascorbato-glutationa,
entre elas a catalase (CAT), peroxidase (POD) e superoxido dismutase (SOD), que protegem
as células das plantas contra radicais livres e espécies reativas de oxigénio (GONZALEZ et
al., 2015), contribuindo na defesa da planta (THAKUR; SOHAL, 2013).

Dessa maneira, aplicacdo de Ni foliar associada ou ndo a controle quimico com
fungicidas pode ser uma alternativa viavel no manejo da ferrugem na cultura da soja. Assim,
0 objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da aplicagéo foliar de doses de Ni, associado ou
ndo ao fungicida, no controle da ferrugem asiatica com énfase no estado nutricional e no

estresse antioxidativo das plantas de soja.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 EXPERIMENTO 1. EFEITO DO NI NA GERMINAQAO DE UREDINIOSPORO DE P.
PACHYRHIZI

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Soja —
Londrina em marco de 2016, utilizando a metodologia de germinacdo de esporos de P.
pachyrhizi em meio de cultura (FUNGICIDE RESISTANCE ACTION COMMITTEE -
FRAC, 2006).

O estudo foi conduzindo em delineamento inteiramente casualizado (DIC) 13 tratamentos
sendo 12 doses de Ni, utilizando como fonte sulfato de niquel, e um controle contendo 10
ppm do fungicida picoxistrobina + ciproconazole (Aproach® Prima), como resumido na
Tabela 1, com seis repeticOes, totalizando 78 unidades experimentais.

Tabela 1- Tratamentos aplicados para avaliagdo dos efeitos “in vitro” de sulfato de niquel
sobre P. pachyrhizi. Londrina — PR, 2016.

Tratamentos Concentracéo do i.a. Dose equivalente
Controle (Approach ®) 10 ppm 10 mlp.c. ha'
Testemunha - -

Ni 01 gL' 20 gha'

Ni 02 gLt 40 ghat

Ni 03 gLt 60 gha'

Ni 05 gLt 100 gha'

Ni 08 gLt 160 gha?

Ni 10 gL? 200 ghat

Ni 20 gLt 400 g ha'

Ni 25 gLt 500 ghat

Ni 30 gLt 600 gha?

Ni 35 gLt 700 ghat

Ni 40 gLt 800 gha?

Fonte: elaboracdo do proprio autor.

Cada parcela correspondeu a uma placa de Petri de tamanho 60 x 15 mm, contendo como
substrato 4gar — &gua + solucdo de cada tratamento. Primeiramente foram separados 13
frascos de 250 ml aos quais foram adicionados cerca de 2,4 g de &gar, em seguida foi
adicionada &gua deionizada em cada frasco em diferentes proporcdes, de forma a conterem as
concentracdes desejadas apos realizada a mistura com as solucfes estoque. Apds 0 preparo
das solucdes agar — agua elas foram autoclavadas afim de eliminar qualquer contaminante.
Foram preparadas duas solucdes estoque, uma contendo Ni na concentragdo 10 g L™, e outra
contendo 100 ppm de fungicida. Cada frasco contendo as solugfes agar-agua foram levados a

forno microondas, e apds atingirem uma temperatura suportavel ao toque, foram adicionadas
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as solucdes estoque respeitando as propor¢des de modo a obter as concentracdes desejadas em
um volume final de 120 mL. Em seguida os substratos foram vertidos em placas de Petri
previamente autoclavadas e identificadas. As placas colocadas para resfriamento por 24 horas,
em temperatura em camara fria antes da deposicéo da suspensao dos urediniosporos.

Foram coletados uredosporos em casa de vegetacdo, atraves de agitacdo das folhas
contendo o in6culo de P. pachyrhizi, que naturalmente se desprendem das folhas infectadas.
Esse método garante maior germinacdo em comparagdo com outros metodos. A0S
uredosporos coletados foram adicionados 20 mL de agua destilada e 0,1 mL de tween, sendo
que em cada placa foram adicionados 0,2 mL da suspencdo de uredosporos. Em seguida, as
placas foram incubadas em BOD (camara de germinagdo) a 23 °C * 2 °C por um periodo
minimo de quatro horas.

A porcentagem de germinacao dos esporos foi realizada através de varredura da placa de
Petri, contando 100 esporos por placa aleatoriamente, utilizando microscopio optico (10X) e
contadores, sendo considerado germinado 0 esporo com tubo germinativo maior que 0

comprimento do esporo.

4.2 EXPERIMENTO 2. APLICACAO DE NI ASSOCIADO OU NAO AO FUNGICIDA NA
SEVERIDADE DA FERRUGEM ASIATICA E METABOLISMO
ANTIOXIDANTE NA CULTURA DA SOJA.

4.2.1 Caracterizacdo da area experimental

O estudo foi conduzido de novembro de 2015 a abril de 2016 na Fazenda
Experimental da Embrapa Soja, localizada em Londrina, Parand, Brasil (23° 11 S e 51° 11°
W, altitude de 630 m). O clima em Londrina € descrito segundo a classificacdo climatica de
Koppen como Cfa, clima subtropical imido, com temperatura do ar média do més mais frio
inferior a 18 °C e temperatura do ar media no més mais quente acima de 22 °C, com verdes
quentes e geadas pouco frequentes, com tendéncia de concentracdo das chuvas nos meses de
verdo, porém sem estacdo seca definida (ALVARES et al., 2014). Durante a conducdo do
experimento a temperatura diaria média variou entre 27,2 °C e 15,3 °C, a precipitacdo média
foi de 3,0 mm e a umidade relativa média de 86%, e estdo representados na Figura 1.

A andlise de solo foi realizada segundo metodologia de Raij et al. (2001) e apresentava
as seguintes caracteristicas quimicas: fosforo(resina) 20,4 mg dm; matéria organica 31,3 g
kgt; pH cloreto de calcio (CaCl) 5,1; potéassio 0,87 cmolc dm; célcio 4,2 cmolc dm;

magnésio 1,7 cmole dm3; H* + Al mmolc dm3; aluminio 0,05 cmol. dm™; capacidade de troca



116
cationica 10,3 cmol. dm™ e saturacdo de bases (V%) - 66%.

Figura 1- Dados climéticos de precipitagdo (mm), umidade relativa do ar (%) e temperatura
minima, média e m&xima (°C) durante o desenvolvimento do experimento. O experimento foi
instalado préximo a estacdo meteoroldgica da Fazenda Experimental da Embrapa Soja,
localizada em Londrina, Parana, Brasil.
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4.2.2 Delineamento experimental e tratamentos

O estudo foi conduzido em delineamento de blocos ao acaso, em esquema fatorial 7 x
2, sendo sete doses de Ni (0; 10; 20; 40; 60; 80 e 100 g ha?) utilizando como fonte sulfato de
niquel, associadas ou n&o a dose de 300 mL p.c. ha™ fungicida picoxistrobina + ciproconazole
(Aproach® Prima) com quatro repeticdes, totalizando 56 parcelas. Foram realizadas duas
aplicacdes, a primeira realizada durante estagio fenologico R1, e a segunda 21 dias apos a
primeira aplicagéo no estagio fenoldgico R3 (RITCHIE; HANWAY; THOMPSON, 1982). As
doses de Ni utilizadas no experimento foram baseadas nos trabalhos realizados por
(QUEIROZ, 2012; RODAK, 2014). Foi escolhido o fungicida Aproach® Prima por possuir
registro no Ministério da Agricultura e Pecuéria para o controle de doencas da soja, entre elas
a ferrugem asiatica. Além disso, € um dos Unicos fungicida utilizado recentemente que

apresenta os ingredientes ativos de interesse para o0 estudo por sua conhecida acéo fisiologica
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sobre a planta (estrobilurina + triazol).

4.2.3 Instalacéo e conducgéo do experimento

O experimento foi conduzido em sistema de plantio direto. A correcdo da acidez do
solo ndo foi realizada visto que o saturacdo de bases encontrava-se adequado para as
exigéncias da soja. Foi efetuada dessecacdo da &rea, 20 dias antes da semeadura, com
Roundup Original (glifosato) (4,0 L ha™), Aurora 400 EC (carfentrazona-etilica) (200 mL ha
1Y e 0,5% de 6leo mineral. A cultura anterior a soja foi a aveia

O cultivar de soja BMX Poténcia (crescimento indeterminado, porte alto, resistente ao
acamamento, alto indice de ramificacdo) previamente tratado com Vitavax Thiram 200 SC (3
mL p.c. kg de semente) foi semeado com densidade de aproximadamente 300.000 plantas
hal. As parcelas experimentais consistiram de quatro linhas de 6 m espagadas 0,50 m, sendo a
area util as duas linhas centrais, excluindo-se 0,5 m das extremidades.

Concomitantemente as sementes foram inoculadas com com inoculante liquido
contendo bactérias fixadoras de nitrogénio Bradyrhizobium japonicum (SEMIA 5079 e
SEMIA 5080) da marca Agrocete na dose 100 ml 50 kg de sementes Para adubagéo de
semeadura com NPK foi aplicado 200 kg ha™* do formulado 00-20-20.

O experimento foi semeado no dia 23 de novembro de 2015, e as plantulas emergiram
7 dias apds o plantio, no dia 30 de novembro de 2015.

Durante o ciclo de desenvolvimento das plantas o controle fitossanitario foi efetuado
com Roundup Original (glifosato) (4,0 L ha™), Premio (clorantraniliprole) (50 mL ha™),
Engeo Pleno (lambda-cialotrina + tiametoxam) (150 mL ha), Connect (imidacloprido + beta-
ciflutrina) (0,8 L ha) e Acefato Fersol 750 SP (acefato) (750 mL ha™l).

4.2.4 Variaveis analisadas
4.2.4.1 Avaliages do crescimento e produtividade

No estadio R8 foi efetuada a avaliacdo da produtividade colhendo-se as plantas da area
util. Efetuou-se também a determinagdo do peso de 100 grdos. A umidade foi padronizada em
13%.

4.2.4.2 Avaliagao da severidade da doenga
Foram realizadas duas avaliagdes de severidade, a primeira em R 5.4 e a segunda em

R5.5. A severidade da doenca foi avaliada através de sistema de notas, considerando-se a
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porcentagem de area foliar com sintomas visiveis da doenca, avaliada com auxilio de escala
diagramética (GODOY; KOGA; CANTERI, 2006).

4.2.4.3 Indice de vegetacao por diferenca normalizada

Foram realizadas também duas avaliacbes de indice de vegetacdo por diferenca
normalizada (NDVI) aos 3 e 6 dias ap0s a avaliacdo de severidade realizada em R5.5 como
ilustrado na Figura 2. As avaliacdes de NDVI, realizadas com o equipamento Greenseeker,

mostram altas correlaces com a severidade e com a produtividade (HIKISHIMA, 2010).

Anélises por sensoriamento remoto tém sido utilizadas para avaliar doencas diversos
patossistemas, mas nédo dispensam a avaliacdo de severidade, uma vez que outros fatores que
causam estresse na cultura podem interferir nos valores de NDVI. A vantagem da avaliacao
de NDVI é a de que ela é rapida, precisa e evita a subjetividade (HIKISHIMA, 2010).

Figura 2- Avaliacdo de NDVI utilizando o aparelho GreenSeeker

Fonte: Imagens cedidas pela Embrapa Soja, Londrina-PR.
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4.2.4.4 Analise nutricional

No estadio R2, doze dias apds a aplicacdo dos tratamentos, foi coletado o primeiro
trifdlio recém expandido de 20 plantas de cada parcela. O material, apds seco, foi utilizado
para quantificar os teores foliares dos macro e micronutrientes. Os grdos coletados em R8
também foram analisados.

Os teores de nitrogénio foram determinados pelo método semi-micro Kjeldahl, apds
digestdo sulfurica (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997). Para quantificacdo dos
demais nutrientes efetuou-se digestdo nitroperclorica (JOHNSON; ULRICH, 1959) e
incineracdo no caso do boro (ALCARDE, 1969). A determinacdo foi realizada em
espectrofotometria de absorcdo atbmica, com excecdo do fosforo e enxofre determinado em
espectrofotometria e do potassio fotometria de chama.

4.2.4.5 Indice de clorofila

No estadio R2, foram realizadas medicfes indiretas de clorofila com um medidor
eletronico portatil de intensidade da cor verde das plantas (SPAD), modelo Digital SPAD 502
(MINOLTA). A leitura foi efetuada em trés plantas de cada parcela, em cinco pontos da

terceira folha da haste principal do terco superior.

4.2.4.6 Analises enzimaticas
4.2.4.6.1 Coleta do material

Foi coletado o primeiro trifélio totalmente expandido das plantas para quantificacdo da
atividade das enzimas urease (EC 3.5.1.5.), dez dias apds a aplicagdo dos tratamentos, no
estadio R2, que foram condicionados em gelo até realizacdo da analise.

Uma segunda coleta foi realizada aos 11 dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos, no
estadio R2, sendo coletado o primeiro trifolio totalmente expandido de 15 plantas de cada
parcela, que foram condicionados em nitrogénio liquido, e utilizados para quantificacdo do
conteddo de peroxido de hidrogénio, peroxidacdo lipidica, contetido de ureia, contetdo de
acido chiquimico, teor de proteina soltvel, superéxido dismutase, catalase e peroxidase. Esse
material foi macerado em N liquido e armazenado em freezer -80°C até serem processadas as

analises.

4.2.4.6.2 Atividade da urease (EC 3.5.1.5)
A atividade da urease foi determinada em fungdo da produgdo de N-NH4, segundo

metodologia de McCullough (1967) e o extrato foi obtido segundo metodologia descrita por
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Hogan, Swift e Done (1983). Apos a coleta, 0,2 g da massa fresca foliar foi inserida em 8 mL
de tampéo fosfato de s6dio com ureia pH 7.4 e foram mantidos em banho-maria a 30°C com
agitacdo durante 3 horas para extracdo. A uma aliquota de 0,5 mL do extrato foi adicionado
2,5 mL do reagente I: fenol (0,1 mol L) e nitroprussiato de sédio (SNP) (170 pumol L),
seguido de agitacdo, e em seguida 2,5 mL do reagente 1lI: hidroxido de sodio (0,125 mol L),
fosfato dissodico (0,15 mol L) e hipoclorito de sddio (3% Cl2). Efetuou-se nova incubagéo
em banho-maria a 37 °C por 35 minutos. A determinag&o foi realizada em espectrofotometro a

625 nm e os resultados expressos em pmol N-NH4 gt MF h',

4.2.4.6.3 Conteudo de perdxido de hidrogénio

O conteudo de peroxido de hidrogénio (H20.) foi determinado por meio da reagéo
com iodeto de potéssio (KI), segundo (ALEXIEVA et al., 2001). Foram pesados 100 mg do
material vegetal congelado, ao qual foi adicionado 1mL de acido tricloroacético (TCA) 0,1%
em eppendorf, esse material foi homogeneizado através de agitacdo em vortex e em seguida
foi centrifugado a 10000 rpm por 15 minutos, a 4 °C em centrifuga refrigerada. A 200 uL do
sobrenadante foram adicionados 200 pL. de tampao fosfato de potéassio pH 7,5 (100 mM) e
800 uL de solugdo de KI (1M). As amostras foram mantidas em gelo durante uma hora. Apés
o resfriamente a temperatura ambiente, foram realizadas leituras de absorbancia a 390 nm. O
contetdo de peréxido de hidrogénio no tecido foliar foi calculado com base numa curva

padr&o e os resultados expressos em nmol gt MF.

4.2.4.6.4 Peroxidacdo lipidica

A avaliacdo da peroxidacdo lipidica foi determinada através da producdo de
metabolitos reativos a &cido 2-tiobarbitdrico (TBA), principalmente o malondialdeido,
segundo metodologia de Heath e Packer (1968). A extracdo foi realizada pela
homogeneizacdo de 200 mg de material vegetal em 2 mL de &cido tricloroacético (TCA) 0,1%
(p/v) + polivinilpolipirrolidona (PVPP) 20%. O material homogeneizado foi centrifugado a
10.000 rpm, por 5 minutos, em centrifuga refrigerada a 4 °C. A 250 uL do sobrenadante foi
adicionado 1 mL de solugdo de &cido tricloroacético 20% + 0,5% de acido tiobarbiturico. As
amostras foram mantidas em banho-seco a 95 °C durante 30 minutos, e em seguida transferida
para gelo onde permaneceu por mais 10 minutos. Em seguida, o material foi novamente
centrifugado a 10.000 rpm, durante 10 minutos. Foram realizadas leituras das amostras em
dois comprimentos de onda, uma a 532 nm e outra a 600 nm. Os resultados foram expressos
em nmol MDA g MF.
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4.2.4.6.5 Determinacao de ureia

A gquantidade de ureia foi determinada como descrito em Kojima et al. (2007). Foi
adicionado a 0,5 g de material vegetal 1 mL de acido formico (10 mM) seguido de agitacéo
em vortex e centrifugacdo a 13200 rpm, a 4 °C, durante 15 minutos. Primeiramente foram
preparados reagentes que dariam origem ao reagente final para a determinagdo, sendo um
reagente acido contendo cloreto férrico hexahidratado, e acido ortofosforico, que ao ser
misturado com é&cido sulfarico, formou o reagente &cido misto; e dois reagentes
colorimétricos, um contendo tiosemicarbazida, e o outro contendo diacetilmonoxime, da
mistura dos dois reagentes colorimétricos obtem-se o reagente colorimétrico misto. O
reagente final, chamado reagente desenvolvedor de cor, foi preparado somente no dia do
ensaio, através da mistura de agua ultrapura, do Reagente Acido Misto e do Reagente
Colorimétrico Misto, nas proporcdes de 1:1:1. Para a determinacédo, foram utilizados 100 pL
da amostra, aos quais foram adicionados 1000 pL do reagente preparado. Eles foram
incubados a 99 °C por 15 minutos, sob agitacdo a 750 rpm, e em seguida foram esfriados por
5 minutos em gelos e mantidos em ambiente escuro. A determinacdo foi realizada em

espectrofotdmetro a 540 nm e os resultados foram expressos em pmol ureia g™ MF.

4.2.4.6.6 Determinacdo do acido chiquimico

Para a determinacdo de acido chiquimico foi utilizado o método modificado de
Gaitonde e Gordon (1958) descrito por (SINGH; SHANER, 1998). Para isso, foi adicionado a
250 mg do material vegetal, 750 pL de acido cloridrico (0,25N), numa proporcéo de 1:3. O
material foi homogeneizado através de agitacdo em vortex e em seguida foi levado para
centrifugacdo a 14.000 rpm, a 4 °C, durante 15 minutos. A 20 pL da amostra foram
misturados 0,5 mL de solucdo de &cido periddico (1%). A solucédo ficou descansando durante
3 horas. Em seguida foram adicionados 0,5 mL de hidroxido de sédio (1N), e 0,3 mL de
glicina (0,1M). As leituras foram realizadas imediatamente em espectrofotdmetro a 380 nm e

os resultados expressos em pmol de &cido chiquimico gt MF.

4.2.4.6.7 Extracgéo de proteinas e enzimas antioxidantes
O material vegetal armazenado em freezer -80 °C, foi macerado em nitrogénio liquido
em um almofariz. Posteriormente, o extrato foi obtido aproximadamente 0,3 g de material

vegetal processado, o qual foi transferido para tubos falcon de 15 mL, onde foi adicionado 5
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mL de tampdo fosfato de potassio 100mM, pH 6,8, contendo &cido etileno diaminotetracético
(EDTA) 1mM, ditiotreitol (DTT) 3mM, e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 4% (p/v),
utilizando metodologia adaptada de Gomes Junior et al. (2007). O material foi
homogeneizado em mixer e em seguida foi centrifugado em centrifuga refrigerada a 9.000
rpm por 20 minuto a 4°C. O sobrenadante foi transferido para eppendorfs, e posteriormente

utilizado para quantificacdo de proteinas e da atividade das enzimas antioxidativas.

4.2.4.6.8 Determinacao de proteinas

A concentracdo das proteinas sollveis totais foi determinada segundo o método de
Bradford (1976), utilizando-se o BSA (“bovine serum albumin”) como padrio. Foram
pipetados em tubos de ensaio 100 uL da aliquota e 5 mL do reagente Bradford, que havia sido
preparado previamente. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro a 595 nm

e 0s resultados expressos em mg proteina g* MF.

4.2.4.6.9 Superoxido Dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi determinada de acordo com (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977).
A reacdo foi conduzida em camara de reacdo (caixa), sob iluminacao de lampada fluorescente
de 15 W, a 25 °C. Foi adicionado 50 pL da amostra a 5 mL da solugdo: tampéo fosfato de
sddio pH 7,8 (50 mmol L), metionina (13 mmol L), nitroblue tetrazélio (NBT) (75 mmol L-
1, EDTA (0,1 mmol L?) e riboflavina (2 pmol L?). As amostras foram acondicionadas na
caixa, tampada e livre de qualquer luz exterior, e mantidas sob a iluminacdo da caixa por 15
minutos. Concomitantemente, a mesma solucdo foi mantida no escuro em tubos de ensaio
encapados com papel aluminio, consistindo no branco de cada amostra. Posteriormente as
amostras foram homogeneizadas através de agitacdo em vortex. A determinacéo foi realizada

em espectrofotdmetro a 560 nm e os resultados expressos em U SOD mg proteina™.

4.2.4.6.10 Catalase (CAT, 1.11.1.6)

A atividade da catalase foi determinada monitorando-se a degradacdo de H20:
segundo metodologia de (AZEVEDO et al., 1998). Em 25 pL do extrato proteico foi
adicionado 1 mL da solugdo tampao fosfato de potassio pH 7,5 (100 mM) e 2,5 uL H202
(30%). Imediatamente apOs as amostra foram agitadas em vortex. A determinagdo, da
decomposicdo do H20,, foi efetuada em intervalos de 2 min a 25 °C em espectrofotdmetro a

240 nm e os resultados expressos em nmol mg proteina™.
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4.2.4.6.11 Peroxidase (EC. 1.11.1.7)

A atividade da peroxidade foi determinada segundo (LIMA, 1994). Em 150 puL do
extrato proteico foram adicionadas as solucdes tampéo fosfato pH 6,7, H.O2 (30%), amino-
antiperina e fenol, com posterior incubacdo em banho-maria a 30 °C por 5 minutos. Em
seguida, adicionou-se 2 mL de &lcool etilico e as amostras foram agitadas em vortex. A
determinacéo foi realizada em espectrofotdmetro a 505 nm e o0s resultados expressos em pmol

min"t mg proteina™.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Em todos os conjuntos de dados considerados, foi analisada a normalidade dos dados,
utilizando-se o teste de Anderson-Darling e verificando-se a homocedasticidade dos dados
com o teste da equacdo da variancia (ou teste de Levenn’s). Os dados foram submetidos a
andlise de variancia, com niveis de significancia de 0,05 de probabilidade, pelo teste F.
Quando significativas, as médias foram submetidas ao teste Tukey em nivel de 0,05 de

probabilidade utilizando-se o programa estatistico Minitab e Sigmaplot.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 EFEITO DO NI NA GERMINACAO E SEVERIDADE DA FERRUGEM

O Ni apresenta efeito direto e indireto sobre microrganismos causadores de doencas
(REIS et al., 2014). A aplicacdo foliar de sais de Ni comecou a ser estudada na década de
1930, sendo efetiva no controle de ferrugens em cereais (MISHRA; KAHR, 1974;
GERENDAS et al., 1999). Na época a eficacia do Ni era atribuida ao seu efeito toxico sobre o
fungo (MISHRA; KAHR, 1974). De fato, Kishore, Pande e Rao (2001) realizando ensaios
realizados in vitro observaram que NiCl> nas concentracdes de 1 a 10 mM reduziram a
germinacdo dos fungos Phaeoisariopsis personata e Puccinia arachidis, fungos responsaveis
respectivamente pela mancha-de-mycosphaerella e pela ferrugem do amendoim, em mais de
98%.

Queiroz (2012) observou redugéo na germinacgéo de esporos de P. pachyrhizi em ensaio
in vitro com doses crescentes de Ni, chegando a uma germinacao de 18,2% para a dose de 0,6
g L. Resultados similares também foram observados no presente estudo, no qual o aumento
de doses de Ni reduziram a porcentagem de germinagédo de esporos de ferrugem chegando a

germinacdes inferiores a 5 % a partir de 2,5 g L (Figura 3). Além disso, a dose 0,5 g L™ de
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Ni foi estatisticamente igual ao controle contendo 10 ppm de picoxistrobina + ciproconazol,
correspondendo a aplicagio de 10 mL L™ do produto comercial.

Entretanto, comparando as germinacgdes para as doses testadas em ambos trabalhos, 0,1
0,2 e 0,30 g L de Ni, enquanto Queiroz (2012) obteve 72,3%, 21,7% e 20,2% de severidade,
respectivamente. No presente trabalho foram observadas as severidades 79,6%, 56,3% e
48,83%, essa diferenca é causada pelas diferencas de metodologia entre os trabalhos, j& que o
autor aplicou o Ni diretamente na solucdo de esporos, enquanto que no presente trabalho o Ni
foi adicionado ao meio de cultura (agar-agua).

Resultados positivos do Ni no controle da ferrugem asiatica em plantas também foram
observados. Em condigdes de casa de vegetacdo, Queiroz (2012) observou reducdo na
severidade de P. pachyrhizi para a aplicacdo de doses de Ni via solo e via foliar, sendo que
esses resultados foram estatisticamente iguais aos obtidos pelo controle contendo
azoxistrobina + ciproconazol. Além disso, a aplicacdo de sais de Ni reduziu a incidéncia de
doencgas causadas por Puccinia hemorocallidis em Hemerocallis (REILLEY; CRAWFORD;
BUCK, 2005), Helminthosporium oryzae e Pyricularia oryzae em arroz (WOOD; REILLY,
2007), Phaeoisariopsis personata e Puccinia arachidis em amendoim (KISHORE; PANDE;
RAO, 2001; WOOD; REILLY, 2007). Fusicladosporium caryigenum em pecd (WOOD et al.,
2011) e quando aplicado via solo reduziu as les6es causadas por Uromyces phaseoli em feijao
caupi (GRAHAM et al. 1985).
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Figura 3- Porcentagem de germinacdo de esporos de Phakopsora pachyrhizi in vitro sob
diferentes concentracdes de Ni e sob 10 mg L™ de picoxistrobina + ciproconazol.
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Legenda: S — sem aplicacdo do fungicida, e C — com aplicacdo do fungicida. As médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si estatisticamente (p < 0,05) de acordo com o teste

Tukey. As barras de erro indicam o desvio padrdo da média de 6 repeticdes (n = 6).
Fonte: Elaboracdo do proprio autor.

Apesar de apresentar diferencas na germinacdo dos esporos de ferrugem no ensaio in
vitro, em condi¢Bes de campo ndo houve diferenca estatistica para as doses de Ni. Para as
duas avaliacdes de severidade realizadas (R 5.4 e R 5.5) houve efeito significativo apenas
para o fungicida, sendo que os tratamentos em que o produto foi aplicado apresentaram
menores severidades (Figura 3-A e 3-B). Em RA4.5 foi observada uma severidade de 31,86 %
para os tratamentos sem fungicida e 24,52 % para os tratamentos com fungicida (Figura 3-A),
jaem R5.5 foi observada uma severidade de 68,95% e 64,14% para 0s tratamentos sem e com
fungicida respectivamente (Figura 3-B), sendo que o terco inferior das plantas ja apresentava
100 % de desfolha e o ter¢co médio entre 80 e 90% de desfolha.



126

Figura 4- Severidade de ferrugem avaliada nos estagios fenolégicos R 5.4 (a) e R 5.5 (b) em
plantas de soja, e indice de vegetacao por diferenca normalizada (NVDI) avaliados em 04 de

margo R5.5(c) e em 07 de mar¢o R5.5 (d) na area experimental em fungéo da aplicacdo de Ni
assoaciado ou ndo ao fungicida.
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Legenda: S — sem aplicacdo do fungicida, e C — com aplicacdo do fungicida. As médias
seguidas de mesma letra, mindscula comparando a aplicacdo de fungicida e mailscula
comparando as doses de Ni, ndo diferem entre si estatisticamente (p < 0,05) de acordo com o

teste Tukey. As barras de erro indicam o desvio padrdo da média de 4 repeticdes (n = 4).
Fonte: Elaboragdo do proprio autor.

Para 0s ensaios cooperativos da safra 2014/2015, a aplicacdo de 3 doses de
picoxistrobina + ciproconazol resultou em 32,3 % de severidade de ferrugem (GODOQY et al.,
2015), apesar de apresentar menor severidade em comparacdo com o0 presente estudo, €
importante ressaltar que outros produtos comerciais apresentaram melhor desempenho com
severidades em torno de 7%. Além disso, comparando a porcentagem de severidade
apresentadas pelas testemunhas nas ultimas safras, € possivel notar que houve um aumento na
severidade da doenca, que passou de 59,9% na safra 2012/2013 (GODOY et al., 2013), para

66% na safra 2013/2014 (GODOQY et al., 2014) e para 76,9% na safra 2014/2015 (GODOQY et
al., 2015).
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A ferrugem asiatica provoca uma desfolha muito acentuada em poucos dias. O presente
estudo esta ilustrado na Figura 5, na qual percebe-se total desfolha (manchas em marrom) nas
bordaduras do experimento causado pelo fungo. A perda de folhas (Figura 6) compromete a
fotossintese e consequentemente a formacao de acUcares e carboidratos para o crescimento da

planta e enchimento do gréo.

Figura 5- Visdo geral do experimento instalado no municipio de Londrina-PR. As manchas
de coloracdo marrom ao lado direito € a desfolha causada pela ferrugem asiatica.
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Fonte: Elaboragdo do proprio autor.

Figura 6- Visdo geral do terco-médio da planta demonstrando a perda de folhas. Testemunha
(A); tratamento 40 g ha* (B); tratamento 80 g ha (C); tratamento 100 g ha* (D).
s by ¢ % W . V ,'. ¥ " & 1 7

S




128

O indice de vegetacdo por diferenca normalizada (NDVI) quantifica através de
sensoriamento remoto a vegetagdo da area e, como esperado, apresentou resultado inverso ao
de severidade nas duas datas de avaliagdo, com maiores valores para os tratamentos com
fungicida, demonstrando que estes apresentavam mais folhas em comparacdo com o0s
tratamentos sem o produto. O NDVI para os tratamentos sem fungicida foi de 0,54 na
primeira avaliacdo para 0,41 na segunda, ja para os tratamentos com fungicida o NDV1 foi de
0,66 para 0,50 da primeira para a segunda avaliacdo, demonstrando a agressividade da
doenca, que em 3 dias reduziu a area fotossinteticamente ativa.

A porcentagem de severidade avaliada em R5.4 teve correlagdo positiva com a
severidade avaliada em R5.5 (r = 0,341), e com os teores de P (r = 0,272), S (r = 0,264) e Cu
(r = 0,315) nos gréos. E correlacdo negativa com o NDVI avaliado em 04 de marco (r = -
0,505) e 07 de marc¢o (r = - 0,528), e com os teores foliares de Ca (r = - 0,332), Mg (r = -
0,263) e Mn (r = - 0,268). A porcentagem de severidade avaliada em R5.5 apresentou
correlagdo negativa com o NDVI avaliado em 04 de marco (r = - 0,747) e 07 de margo (r = -
0,699), e com o teor foliar de K (r = - 0,275) (Tabela 2).

Hikishima et al. (2010) verificaram alta correlacdo entre 0 NDVI e a produtividade
avaliando plantas de soja com ferrugem, o mesmo néo foi observado no presente trabalho por
ndo ter sido observada diferencas estatisticas para os tratamentos sobre a produtividade. O
NDVI avaliado em 04 de mar¢o apresentou correlacdo positiva com o NDVI avaliado em 07
de marco (r = 0,963), com os teores foliar de P (r = 0,435), Mn (r = 0,329) e Zn (r = 0,279), e
com o teor de Mn nos graos (r = 0,362), e correlacdo negativa com o teor de Cu nos graos (r =
- 0,304). J4 o NDVI avaliado em 07 de marco teve correlacdo positiva com os teores foliares
de P (r = 0,451), Ca (r = 0,333), Mg (r = 0,332), Cu (r = 0,29), Mn (r = 0,325) e Zn (r =
0,281), e com o teor de Mn nos graos (r = 0,360), e correlacdo negativa com o teor de Cu nos
grdos (r = - 0,434) (Tabela 2).

5.2 ATIVIDADE DA UREASE E CONCENTRAQAO DE UREIA

No presente estudo, a aplicagdo foliar de Ni aumentou a atividade da enzima urease
em comparagdo com o tratamento sem Ni, porém ndo houve diferenga estatistica entre as
doses de Ni sem a associacdo com o fungicida (Figura 7-A). Por ser constituinte da enzima
urease, a aplicagdo de doses de Ni aumenta a atividade da enzima em plantas de soja como
evidenciado por Eskew, Welch e Norvell (1984), Klucas et al. (1983) e Krogmeier et al.
(1991) utilizando de 0,001 a 0,1 mg L™ de Ni em solugdo nutritiva. O mesmo também foi
observado em cereais (BROWN; WELCH:; CARY, 1987), cucurbitaceas (GERENDAS;



129

SATTELMACHER, 1997), arroz (GERENDAS; ZHU; SATTELMACHER, 1998), e pecd
(Carya illinoinensis) (BAI; REILLY; WOOD, 2006), tomate (GAD; EL-SHERIF; EL-
GEREEDLY, 2007) e alface (OLIVEIRA et al., 2013).

Em plantas de soja, Klucas et al. (1983), Rodak (2014) e Lavres, Franco e de Sousa
Camara (2016) aplicando doses crescentes de Ni obtiveram efeito quadratico para a atividade
da urease. No presente trabalho o mesmo efeito sé foi observado para os tratamentos de Ni
associado ao fungicida, sendo que apesar de apresentar aumento para a atividade da urease, 0s
tratamentos em que o Ni foi aplicado sozinho nao apresentaram diferencas entre si.

A aplicacdo de fungicida sem a combinacdo de doses de Ni (controle), e em
combinagdo com a dose 20 g ha*, ndo influenciou a atividade da enzima urease (Figura 7-A).
Enquanto que em combinagdo com a dose 40 g ha™ de Ni houve efeito sinérgico do fungicida
sobre a atividade da enzima, para as demais doses de Ni o fungicida exerceu efeito
antagbnico. Estudando o efeito da aplicacdo de triazol contendo triadimefon ou hexaconazole
no tratamento de sementes, EI Shora e Ali (2016) observaram aumento na atividade da urease
em cotilédones de abobrinha.

A atividade da urease teve correlacdo positiva com a POD (r = 0,326), como observado
na Tabela 1, e correlacdo negativa com o conteudo de ureia (r = -0,436), iSso porque a urease
é a enzima responsavel pela catalise da hidrolise da ureia em amonia e gas carbénico, logo o
aumento na atividade enzimatica da urease vem acompanhado da reducdo no contetdo de
ureia.

Em condicdes de auséncia do fungicida, houve reducdo na concentracdo de ureia em
resposta a aplicacdo de Ni. A concentracdo de ureia foliar permanece constante a partir da
dose 40 g ha! de Ni (Figura 7-B). Isso indica que a urease ndo hidrolisa ureia em amonia e
gas carbbnico em doses de Ni acima de 40 g ha, indicando uma possivel inativacio da
enzima. Esse fenbmeno é mais acentuado nos tratamentos de Ni na presenca do fungicida, que
potencializa o efeito de inativacdo da urease e consequentemente o acimulo de ureia no
tecido. Nesse estudo, doses de Ni acima de 40 g ha' associado o fungicida aumenta
expressivamente a concentracdo de ureia no tecido foliar (Figura 7-B). No entanto, ndo foi

observado sintomas de toxidez de Ni nas folhas de soja nas doses utilizadas nesse estudo.
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Figura 7- Atividade da urease (a) e concentracdo de ureia (b) no tecido foliar de soja em
funcdo da aplicacdo de Ni assoaciado ou ndo ao fungicida.
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Legenda: S — sem aplicacdo do fungicida, e C — com aplicacdo do fungicida. As médias
seqguidas de mesma letra, mintscula comparando a aplicacdo de fungicida e maiuscula
comparando as doses de Ni, ndo diferem entre si estatisticamente (p < 0,05) de acordo com o

teste Tukey. As barras de erro indicam o desvio padréo da média de 4 repeti¢des (n = 4).
Fonte: Elaboracdo do proprio autor.
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Plantas de soja deficientes em Ni apresentaram acumulo de ureia nos tecidos
(GERENDAS; SATTELMACHER, 1997; ESKEW; WELCH; NORVELL 1983; ESKEW;
WELCH; NORVELL, 1984), o mesmo foi observado em trigo, colza, girassol (GERENDAS;
SATTELMACHER, 1997), arroz (GERENDAS; ZHU; SATTELMACHER, 1998), tomate
(SHIMADA; ANDO, 1980), e feijdo-de-corda (Vigna unguiculata) (WALKER et al., 1985).
Kutman, Kutman e Cakmak (2013a) observaram também que a aplicacdo foliar de Ni
amenizou sintomas de toxicidade causados pelo acumulo de ureia em soja, resultados
semelhantes foram obtidos com a adicdo de Ni a solucdo nutritiva no cultivo de tomate (TAN;
IKEDA; ODA, 2000) e colza (ARKOUN et al. 2013).

Apesar de ndo apresentar maior atividade da urease, a aplicagdo de fungicida sem a
combinacdo de doses de Ni (controle) e combinado as doses 10 e 20 g ha* de Ni reduziu de
forma decrescente o conteudo de ureia, apresentando menores concentracfes quando
comparadas aos tratamentos sem o fungicida (Figura 7-B). Entretanto, a partir da dose 40 g
ha! de Ni associado ao fungicida houve aumento do contetido de ureia, sendo que para a dose
de 100 g ha! de Ni associado ao fungicida, o contetido de ureia foi superior ao contetido
apresentado pela testemunha sem Ni, demonstrando que quando associado as maiores doses
de Ni o fungicida leva a um maior acumulo de ureia.

A ureia teve correlacdo positiva com o conteldo de MDA (r = 0,442), com o conteldo
de H20: (r = 0,439), com o teor de proteina solavel (r = 0,440), atividade da CAT (r = 0,299),
e com o teor foliar de P (r = 0,309). E apresentou correlagdo negativa com a SOD (r = - 0,552)
e POD (r = - 0,433) como observado na Tabela 2.

5.3 TEOR PROTEICO E ENZIMAS ANTIOXIDATIVAS

A aplicacdo foliar de Ni sem associacdo com fungicida apresentou reducdo gradativa
na concentracdo de acido chiquimico com o aumento das doses de Ni (Figura 8-A). Ja para 0s
tratamentos com fungicida ndo houve influéncia das doses de Ni, e a concentracdo de acido
chiguimico se manteve mais baixa em relacdo aos tratamentos sem o fungicida, se igualando
estatisticamente aos tratamentos sem fungicida apenas para a dose de 100 g ha* de Ni. Em
estudo de correlagdo de Pearson o &cido chiquimico apresentou correlagdo negativa com 0s
teores de Ni foliar (r = - 0,341) e nos graos (r = - 0,283).

Outros trabalhos também demonstraram interacdo entre o acumulo de &cido
chiquimico e os teores de Ni, como Zobiole et al. (2010) que observaram que 0 acumulo de
acido chiquimico causado pela aplicacdo de glifosato, era acompanhado por deficiéncia de Ni

em plantas de soja. Kutman, Kutman e Cakmak (2013a) observaram tambeém que a aplicacéo
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foliar de Ni era responsavel por amenizar sintomas de deriva de glifosato em trigo, entre 0s
quais reduzir o acumulo de &cido chiquimico.

O é&cido chiquimico é um importante intermedidrio no metabolismo das plantas, sendo
responsavel pela sintese dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano
(COLE, 1985), assim, além de estar envolvido na sintese proteica, o acido chiquimico
também é uma molécula chave na biossintese de varios metabolitos secundarios importantes
também no metabolismo de defesa das plantas como flavonoides, ligninas, derivados indol e
varios alcaloides aromaticos (SCALABRIN; RADAELLI; CAPODAGLIO, 2016).

De forma que no presente estudo o acido chiquimico teve correlacdo positiva com a
porcentagem de severidade avaliada em R5.5 (r = 0,603) e correlagdo negativa com o NDVI
avaliado em 04 de marco (r = - 0,516) e em 07 de margo (r = - 0,458), demonstrando que seu
acumulo possivelmente resultou em menor sintese de metabdlitos secundarios responsaveis
pela defesa da planta. Além disso, o acido chiquimico também apresentou correlacdo positiva
com o teor de proteina soltvel (r = 0,325) e com o teor de K nos gréos (r = 0,332), e negativa
com o teor foliar de K (r = - 0,313).

Alguns dos metabolitos secundarios originados na rota do acido chiquimico, como
flavonoides, antocianinas e fenodis (SCALABRIN; RADAELLI; CAPODAGLIO, 2016),
juntamente com enzimas como SOD, CAT e POD, desempenham papel na defesa da planta
contra espécies reativas de oxigénio (DAS; KAR; MISHRA, 1978; PANDOLFINI;
GABBRIELLI; COMPARINI, 1992; SEREGIN; IVANOV, 2001; THAKUR; SOHAL,
2013). As espécies reativas de oxigénio sdo comumente produzidas, porém sua producao
aumentada quando a planta é submetida condi¢des de estresse, como no caso da ocorréncia de
doengas (THAKUR; SOHAL, 2013).

A atividade das enzimas antioxidantes podem variar podem variar de acordo com a
duracdo do tratamento e do tipo de estresse, e entre espécies e partes de plantas (CHEN;
HUANG; LIU, 2009). Ni & concentragdo de 0,5 mM aumentou as atividades de SOD e POD e
diminuiu a atividade de CAT em mudas de Cajanus cajan (RAO; SRESTY, 2000). A mesma
concentracdo entretanto reduziu as atividades de CAT e POD em folhas de repolho
(PANDEY; SHARMA, 2002), e aumentou a atividade de SOD, CAT e POD em células de
cafeeiro (GOMES JUNIOR et al., 2006).

A atividade da SOD aumentou a partir da dose 20 g ha™* de Ni, para os tratamentos sem
fungicida, e se manteve igual para as doses maiores, com excecéo da dose 60 g ha® de Ni que
teve maior atividade enzimatica (Figura 8-B). A aplicagdo de fungicida sem a combinagdo de

Ni (controle) apresentou aumento na atividade da SOD, sendo esta a maior atividade para o0s
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tratamentos com fungicida. Porém a associagdo do fungicida com o Ni fez com a atividade da
SOD fosse reduzida progressivamente com o aumento das doses de Ni, apresentando valores
inferiores aos apresentados pelos tratamentos em que o Ni foi aplicado isoladamente a partir
de 40 g ha* de Ni.

Dependendo da concentracdo, o Ni tanto pode estimular quanto inibir a atividade de
enzimas nos tecidos das plantas. Plantas de cevada cultivadas em solugéo nutritiva contendo
200 e 400 puM de Ni apresentaram aumento na atividade foliar de SOD e CAT para a dose 200
KM de Ni, ja quando expostas a 400 uM de Ni ndo houve diferenca para a atividade de CAT e
a atividade da SOD foi reduzida (KUMAR; SHARMA; KUMAR, 2012).

A atividade da CAT aumentou com a aplicacdo de Ni sem o fungicida nas doses 10, 20
e 40 g ha, com maior atividade para a Gltima dose, e ndo apresentou diferenca para o
tratamento sem Ni para as demais doses, com excecao para a atividade apresentada pela dose
80 g ha' de Ni sem o fungicida que foi inferior ao controle (Figura 8-C). Por outro lado, a
aplicacdo de fungicida apresentou maior atividade de CAT para as doses 0, 60, 80 e 100 g ha™
de Ni, quando comparados aos tratamentos sem o produto, apresentando aumento com o
aumento das doses de Ni a partir da dose 40 g ha™™.

De forma semelhante, a atividade da POD aumentou com a aplicacdo de 10, 20 e 40 g
ha! de Ni sem o fungicida, porém com a maior atividade para a dose 20 g ha, sendo que
para as demais doses ndo houve diferenca estatistica com o controle (Figura 8-D). Ja quando
para os tratamentos com fungicida, quando aplicado sem associa¢do com Ni (controle) houve
aumento na atividade da POD, com efeito sinérgico também para as doses 40 e 80 g ha! de
Ni, e efeito antagdnico para as doses 10 e 100 g ha* de Ni.

Segundo Kazemi et al. (2010) o ferro é componente estrutural de algumas enzimas
antioxidantes, entre elas a POD, o que fica demonstrado através da correlacdo positiva entre a
atividade da enzima e o teor foliar de Fe (r = 0,292). Embora as doses mais baixas tenham
promovido aumento na atividade da POD, apresentou correlagdo negativa com o teores de Ni
foliar (r = -0,338) e nos graos (r = -0,297).

Plantas de aguapé cultivadas em solucdo nutritiva contendo de 1 a 4 mg L de Ni
apresentaram aumento nas atividades de SOD, CAT e POD, sendo que este aumento nas
atividades das enzimas antioxidantes foi acompanhado de reducdo na concentragdo de MDA
(GONZALEZ et al., 2015). Por outro lado, cultivando soja em solugdo nutritiva contendo 2
mM de cloreto de Ni, Sirhindi et al. (2015) verificou aumento nas atividades de SOD e CAT,
e reducdo na atividade de POD, corroborando em partes com o presente trabalho que para as
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Figura 8- Concentracdo de &cido chiquimico e atividade de enzimas antioxidativas no tecido
foliar de soja em funcéo da aplicacdo de Ni assoaciado ou ndo ao fungicida. (a) concentracédo
de acido chiquimico; (b) atividade da superdxido dismutase; (c) atividade da catalase, (d)
atividade da peroxidase; (e) peroxidacdo lipidica e (f) concentracdo de perdxido de
hidrogénio.
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Abreviagdes: S — sem aplicacdo do fungicida, C — com aplicacdo do fungicida. As médias
seguidas de mesma letra, miniscula comparando a aplicacdo de fungicida e maiuscula
comparando as doses de Ni, ndo diferem entre si estatisticamente (p < 0,05) de acordo com o
teste Tukey. As barras de erro indicam o desvio padrdo da média de 4 repeticdes (n = 4).

Fonte: Elaboracéo do préprio autor.
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concentragdes similares apresentou aumento das atividades de CAT e POD, sendo necessarias
doses a partir de 20 g ha de Ni para obtencdo de maior atividade de SOD. Os autores ainda
observaram aumento na producédo de H.O> e na concentragédo de MDA.

O contetdo de H20, aumentou com a aplicagdo de 10 g ha de Ni sem o fungicida, e
reduziu com as doses 40, 60 e 80 g ha™ de Ni, demonstrando efeito benéfico para essas doses
sobre 0 acumulo de H2O> no tecido foliar (Figura 5-E). Entretanto, quando as mesmas doses
foram aplicadas em associagdo com o fungicida, houve efeito sinérgico entre eles
apresentando aumento no conteudo de H20>. J& quando o fungicida foi aplicado sem o Ni, ou
com as doses mais baixas 10 e 20 g ha® de Ni, houve efeito benéfico com redugio no
contetdo de H20x.

A peroxidac&o lipidica, cujo principal produto € o malondialdeido (MDA), é indicadora
efetiva do dano oxidativo sofrido pelas células (CHEN; HUANG; LIU, 2009; GONZALEZ et
al., 2015). No presente estudo o contetldo de MDA foi reduzido com a aplicacdo de 80 e 100
g ha'l de Ni sem fungicida (Figura 8-F). Quando aplicado de forma isolada, ou em
combinacdo com a dose 10 g ha® de Ni, o fungicida exerceu efeito benéfico, reduzindo a
concentragdo de MDA, porém para a combinagdo com as doses 80 e 100 g ha? de Ni, o
fungicida teve efeito contrario apresentando maior conte(ldo de MDA.

Cultivando cevada em solucdo nutritiva contendo 200 e 400 puM de Ni, Kumar, Sharma
e Kumar (2012) obtiveram incremento na concentragdo de H2O. com 0 aumento na
concentracdo de Ni, porém obtiveram aumento no conteiudo de MDA apenas para a maior
dose. Doses excessivas de Ni também causaram aumento nas concentracdes de H20, e MDA
em plantas de trigo (PANDOLFINI; GABBRIELLI; COMPARINI, 1992; HAO; WANG,;
CHEN, 2006), milho (BACCOUCH; CHAOUI; FERJANI, 1998), soja (STEBBINS;
POLACCO, 1995), colza (KAZEMI et al., 2010) e feijdo guandu (RAO; SRESTY, 2000).

A concentracdo de MDA teve correlacdo positiva com o contetido de H202 (r = 0,39) e
com a atividade de CAT (r = 0,56), e correlacdo negativa com a SOD (r = - 0,31). A
concentracdo de H>O> teve correlacdo positiva com o teor de proteina soltvel (r = 0,45), com
a atividade de CAT (r = 0,30) e com o NDV1 avaliado em 04 de marco (r = 0,28), e correlagéo
negativa com a atividade da SOD (r = - 0,43), com a porcentagem de severidade da ferrugem
avaliadaem R 5.5 (r =- 0,32) e com o teor foliar de N (r = - 0,27).

A capacidade de manutengdo das atividades de CAT e SOD em niveis elevados, é
essencial para a manutencao do equilibrio entre a formacdo do H>O> do ambiente intracelular
(ZHANG; KIRKHAM, 1996). A SOD é responsavel por dismutar o superéxido (O2) em

formas menos tdxicas H.O2 e Oz que consiste no primeiro passo para desintoxicagdo da
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planta. Em seguida CAT e POD s&o responsaveis por transformar o H202, em H20 e O2
(THAKUR; SOHAL, 2013).

O declinio na atividade da CAT pode ser atribuido a uma excessiva producdo de
espeécies reativas de oxigénio, que tem seu ligante ao grupo heme inativado (WILLEKENS et
al., 1997). Cakmak e Horst (1991) sugerem que a reducdo da atividade da CAT e 0 aumento
nas atividades da peroxidase em plantas mantidas sob condicGes de estresse, indicam que 0
H>0O> gerado é mais consumido em processos oxidativos como na peroxidacdo de lipidios.

Diferentes da maioria dos trabalhos da literatura, o presente trabalho néo foi realizado
em solucgdo nutritiva, de forma que as plantas ndo ficaram por longos periodos expostas aos
tratamentos com Ni e ja estavam bem desenvolvidas quando o mesmo foi aplicado, dessa
maneira, mesmo aplicando Ni em concentra¢fes superiores, essas ndo foram tdxicas para as
atividades das enzimas antioxidantes.

Quanto as repostas ao fungicida, o efeito de estrobilurinas e triazois sobre a tolerancia
ao estresse oxidativo sdo bem conhecidas. Rodrigues (2009) aplicando a mistura de
piraclostrobina + epoxiconazol observou aumento nas atividades enziméticas de SOD, CAT e
POD em dois cultivares de soja. Enquanto que Carrijo (2014) verificou reducdo na atividade
de SOD e CAT para a aplicacdo de fluxapiroxade isolado e em mistura com piraclostrobina,
porém verificou aumento na atividade dessas enzimas quando aplicou piraclostrobina
isoladamente. Lacerda (2014) testando diversos fungicidas no tratamento de sementes
observou que a mistura fipronil + piraclostrobina + tiofanato metilico promoveram aumento
na atividade da CAT, porém este foi acompanhado de aumento na concentracdes de H20, e

MDA, quando comparados ao controle sem fungicida.

5.4 AVALIACAO DO ESTADO NUTRICIONAL

A aplicacdo foliar de Ni apresentou efeito quadratico sobre o teor foliar de Fe, com
menor valor para a dose 73,75 g ha! de Ni, ndo havendo efeito para a aplicacdo de fungicida.
A reducdo no teor foliar de Fe decorrente da aplicacdo de Ni tambem foi observada em
plantas de soja (CATALDO; GARLAND; WILDUNG, 1978) e cevada (RAHMAN, 2005).

Ainda ndo € conhecido nenhum transportador especifico para o ion Ni (LI et al., 2001;
REIS et al., 2014), de forma que o metal entdo utiliza transportadores de cations como YSL,
ZIP/Nramp e nicotianamina sintase, dessa forma, causando competicdo entre os céations
divalentes, com destaque para Cu, Fe, Mn e Zn (DOUCHKOV et al., 2005; MIZUNO et al.,
2005; GENDRE et al., 2006; WHITE, 2012).
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Em estudos realizados com Arabidopsis thaliana, Nishida et al. (2015) observaram
que o excesso de Ni é absorvido pelo sistema de absorcdo de Fe e estd associada ao gene
regulador de transporte de ferro 1 (IRT1- Iron-regulated transporter 1). Em estudos anteriores
Nishida et al. (2012), observaram que 0 excesso de acumulo de Ni induziu a expressdo do
gene IRT1, causando uma desordem da homeostase de Fe, sugerindo que o excesso de Ni
acelera ainda mais o seu acumulo por IRT1.

O teor foliar de Ni aumentou de forma linear em funcdo da aplicacdo de doses
crescentes de Ni, sem efeito significativo do fungicida (Figura 9-B). Efeito semelhante foi
obtido para o teor de Ni nos gréos, que também aumentou linearmente em fungédo das doses
de Ni (Figura 10-C). Esses resultados corroboram com outros trabalhos em que foi observado
aumento da concentragdo de Ni nas folhas e gréos de plantas de soja tratadas com Ni
(ALOVISI et al. 2011; KUTMAN; KUTMAN; CAKMAK, 2012; KUTMAN; KUTMAN;
CAKMAK, 2013b; RODAK, 2014; LAVRES; FRANCO; DE SOUSA CAMARA, 2016).



Figura 9- Teores foliares de ferro (a) e niquel (b) em fungdo da aplicacdo de Ni

150

140

130

120

Fe (mg kg'l)

110

100

90

Ni (mg kg™1)

Legenda:™ ndo significativo; ** significativo ao nivel de p < 0,01 pelo Teste de F.

y = 0,0042x2 - 0,6195x + 124,48** (a)
R?=0,3256
o
E [
1 o
[ ]
i [ ] [ ]
[ J
0 10 20 40 60 80 100

Doses de Ni (g ha-1)

(b)
y =0,072x - 0,549**
R?=0,9649 °

0 10 20 40 60 80 100

Doses de Ni (g ha-1)

Fonte: Elaboracdo do proprio autor.
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As concentracdes de Ni nas folhas de variaram de 0 a 7,0 mg kg (Figura 9-B).
ConcentracOes foliares semelhantes também foram obtidas por Alovisi et al. (2011) e por
Kutman, Kutman e Cakmak (2013b), estando dentro dos teores considerados normais que
variam de 0 a 10 mg kg™ de Ni (GERENDAS et al., 1999). Apesar das altas concentragdes
obtidas as folhas ndo apresentaram sintomas de toxidez, diferente do que foi observado com
concentragdes foliares de 2,0 mg kg™ de Ni por Rodak (2014).

Os teores de Ni nos grdos variaram de 0,51 a 16,33 mg kg™, e foram superiores aos
observados por outro autores que obtiveram concentracdes entre 0,39 e 13,56 mg kg™
(KUTMAN; KUTMAN; CAKMAK, 2012; RODAK, 2014; LAVRES; FRANCO; DE
SOUSA CAMARA, 2016).

Cataldo, Garland e Wildung (1978) constataram que a partir do inicio da senescéncia
aproximadamente 70% do Ni é translocado das folhas para os grdos plantas de soja,
demonstrando a alta mobilidade do Ni no floema. Em estudo de correlacdo de Pearson o teor
de Ni nos gréos apresentou correlagdo positiva com o teor foliar de Ni (r = 0,530), e
correlagdo negativa com os teores foliares P (r = -0,329) e de Ca (r = -0,237) (Tabela 2).

Para os teores de K e Mg nos graos houve efeito significativo apenas do fungicida
(Figuras 10-A e 10-B), sendo que enquanto o teor de K reduziu na presenca do fungicida
(Figura 10-A), o teor de Mg aumentou (Figura 10-B). Estudos sobre o efeito de fungicidas
sobre o teor de nutrientes das plantas abordam apenas sua influéncia sobre o teor de N, e de
maneira geral sdo bastante escassos.

O teor de K nos graos apresentou correlacdo negativa com os teores de Ca (r = -0,395),
Mg (r = -0,612), S (r = -0,310) e B (r = -0,316) nos gréos, e com o teor foliar de K (r = -
0,293). J& o teor de Mg nos grdos apresentou correlacdo positiva com os teores de Mn (r =
0,388) e B (r = 0,316) nos graos, e com o teor foliar de Zn (r = 0,276), e correlacdo negativa

com o teor de Cu nos graos (r = -0,292) (Tabela 2).
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Figura 10- Teores de nutrientes (a) potassio; (b) magnésio; (c) niquel em grédos de soja em
resposta a aplicacdo de Ni associado ou ndo ao fungicida.
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Legenda: S — sem fungicida, C — com fungicida. Médias seguidas pelas mesmas letras
minusculas ndo sdo significativamente diferentes e acordo com teste t (p< 0,05) na sequéncia
de uma comparacdo horizontal de barras a partir de diferentes doses de Ni. (™ néo

significativo; ** significativo ao nivel de p < 0,01 pelo Teste de F). As barras de erro

representam o erro padrdo da média (n = 4).
Fonte: Elaboracdo do proprio autor.

5.5 INDICE DE CLOROFILA

O indice SPAD ¢é uma medida indireta da concentracdo de clorofila nas folhas. Kutman,
Kutman, e Cakmak (2013b) observaram maiores valores de indice SPAD em soja para plantas
com maior reserva de Ni nas sementes e também em resposta a com a aplicagédo foliar de Ni.
Também trabalhando com soja, Lavres, Franco e Sousa Camara (2016) obtiveram efeito
quadratico ao testar doses crescentes de Ni aplicadas em tratamento de sementes e Rodak
(2014) observou aumento no conteldo de clorofila com a aplicacdo de Ni via solo. No

presente trabalho o indice SPAD néo apresentou diferenca sob os tratamentos de doses de Ni
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com ou sem fungicida, com exce¢do para a aplicacdo de 40 g ha de Ni sem o fungicida que

foi superior aos demais (Figura 11).

Figura 11- indice SPAD em folhas de soja em funcio da aplicacio de Ni assoaciado ou néo
ao fungicida.
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Legenda: S — sem aplicacdo do fungicida, e C — com aplicacdo do fungicida. As médias
seguidas de mesma letra, mindscula comparando a aplicacdo de fungicida e mailscula
comparando as doses de Ni, ndo diferem entre si estatisticamente (p < 0,05) de acordo com o

teste Tukey. As barras de erro indicam o desvio padrdo da média de 4 repeticdes (n = 4).
Fonte: Elaboragdo do proprio autor.

O indice SPAD apresentou correlacdo positiva com os teores foliares de Ca (r = 0,349),
Mg (r = 0,263) e Zn (r = 0,313), e correlacdo negativa com a atividade da POD (r = - 0,348),
com o teor de N nos gréos (r = - 0,418), teor de P nos graos (r = - 0,369), teor de S nos graos
(r=-0,342) e teor de Cu nos gréos (r = - 0,347) (Tabela 2).

Parametros de produtividade
N&o houve efeito significativo das doses de Ni sobre os pardmetros de produtividade,
corroborando com os resultados apresentados por (ALOVISI et al., 2011; KUTMAN;
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KUTMAN; CAKMAK, 2012; RODAK, 2014). Também n&o houve efeito significativo da
aplicacdo do fungicida sobre os parametro de produtividade, demonstrando que mesmo 0
produto ndo foi eficiente no controle da ferrugem.

A ferrugem asiatica é considerada a doenca mais severa na cultura da soja, podendo
levar a perdas de 90% de produtividade (GODOY et al., 2015; LANGENBACH et al., 2016).
Para os ensaios cooperativos da safra 2014/2015, a aplicacdo de 3 doses de picoxistrobina +
ciproconazol resultou em reducdo de 20% da produtividade (GODOQY et al., 2015). Enquanto
a produtividade média brasileira foi de 2882 kg ha* (CONAB, 2016), a produtividade média
obtida no presente trabalho foi de 1890 kg ha™, apresentando uma reducdo de 34% de
produtividade com relacdo a média brasileira. Quando comparado a produtividade do presente
trabalho a produtividade obtida por Godoy et al. (2015) para o produto com melhor
desempenho no controle da ferrugem para a safra 2014/2015, que foi de 3448 kg ha, a perda
de produtividade do presente trabalho chega a 45%.

O peso de 100 sementes teve correlagcdo positiva com a produtividade (r = 0,45), e
correlagé@o negativa com os teores de Mg (r =-0,31), Mn (r=-0,32), Zn (r=-0,30) e B (r = -
0,34) nos graos, e com os teores foliares de Ca (r = - 0,27), Mg (r = - 0,34) e teor foliar de Ni
(r = - 0,38), demonstrando que o aumento nas doses de Ni teve efeito negativo na massa dos
gréos de soja (Tabela 2).

A produtividade teve correlacdo negativa com a porcentagem de severidade avaliada em
R5.4 (r = - 0,27), demonstrando que os tratamentos ndo foram eficientes em impedir que a
doenca afetasse a produtividade. A produtividade também teve correlacdo negativa com o teor
de Mn nos grdos (r = - 0,37) e com o teor foliar de Zn (r = - 0,32) (Tabela 2).



Tabela 2- Correlagdo de Pearson entre os parametros avaliados nesse estudo.
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Legenda: Ac. chig. - acido chiquimico, 100 sem. - massa de 100 sementes, prod. - produtividade, MDA - concetracdo de malondialdeido, H202 -

concentracdo de peroxido de hidrogénio, prot - proteina, CAT - catalase, POD - peroxidase, SOD - superdxido dismutase, %sevl - primeira
avaliacdo da severidade, %sev2 - segunda avaliacdo da severidade.
Fonte: Elaboragéo do proprio autor
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6 CONCLUSAO

A aplicacdo de Ni é eficiente no controle ‘in vitro’ da germina¢do de esporos de
ferrugem.

Em condides de campo, o Ni néo ¢ eficiente no controle da severidade da ferrugem
asiatica e também ndo apresenta diferencas de produtividade.

O fungicida apresenta eficiéncia no controle da severidade da ferrugem asiatica nas
duas avaliacOes de severidade, porém ndo apresenta diferencas entre a testemunha e 0s
tratamentos com Ni para o0s parametros de produtividade.

A aplicacdo de 40 g ha™* Ni sem fungicida aumenta o teor de clorofila das folhas.

A aplicagdo de doses de Ni sem o fungicida aumenta a atividade das enzimas
antioxidantes. Quando associado ao fungicida porém as doses mais altas sdo toxicas

reduzindo a atividade das enzimas antioxidantes e aumentando os teores de H20, e de MDA.
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