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RESUMO

Em varios patossistemas, o teor de acuUcares no tecido vegetal tem papel
fundamental na definicdo da suscetibilidade da planta ao patégeno. Nesse sentido, 0
presente trabalho teve como objetivo avaliar a relagdo entre o teor de acucares
redutores em raiz de soja e o comportamento de Phytophthora sojae. Para tanto,
sementes da cultivar suscetivel M6210 foram semeadas em bandejas contendo
como substrato areia esterilizada e mantidas em casa de vegetacdo. Apds o
desenvolvimento das folhas primérias, as plantas foram retiradas da bandeja com
areia, tiveram suas raizes lavadas em agua destilada e foram transferidas para
tubos Falcon de 50 mL com &gua destilada esterilizada (ADE). O experimento foi
conduzido com um total de 155 plantas. Para avaliacbes anteriores a inoculacéo
(quantificagcdo de acUcares redutores), foram utilizadas 15 plantas, sendo cinco
amostradas antes e 10 apos o periodo de incubacdo. Para o procedimento de
inoculacao, foram utilizadas 100 plantas, sendo que 50 plantas foram, previamente,
incubadas em BOD a 25 °C em fotoperiodo de 12 horas, e as demais foram
incubadas no escuro, durante 80 h. Apos esse periodo, das 50 plantas que foram
incubadas em fotoperiodo, 25 plantas foram inoculadas com P. sojae, e as demais
permaneceram sem inoculo (testemunha), ambos foram mantidos em ADE. O
mesmo procedimento foi realizado com as plantas anteriormente incubadas no
escuro. A inoculacao foi realizada através do teste do palito, inserindo-se uma ponta
de palito colonizada por P. sojae aproximadamente 1 cm abaixo do inicio da raiz
principal da planta. Apés a inoculagdo, os tubos Falcon foram vedados com EVA e
as plantas foram incubadas em BOD a 25 °C em fotoperiodo de 12 h. Foram
quantificados diariamente, o consumo de agua, o indice de Clorofila Falker (ICF), os
sintomas da doenca e o teor de acgucares redutores na raiz da planta. Resultados
indicam que altas concentracdes de acucares favorecem o surgimento antecipado
de sintomas causados por P. sojae, enquanto baixas concentragdes prorrogam esse
efeito. Plantas inoculadas com P. sojae apresentaram reducdo dos parametros
ecofisiolégicos avaliados. Os resultados evidenciam que o teor de acuUcares
redutores na raiz influenciam o crescimento do patégeno.

Palavras-chave: interacdo patdogeno-hospedeiro; hemibiotrofico; Glycine max.



ABSTRACT

In several pathosystems, sugar content of plant tissue plays a fundamental role to
plant susceptibility. In this way, aim this work was to evaluate correlation of reducing
sugars content in soybean root and the behavior of Phytophthora sojae. For this
purpose, susceptible soybean (M6210) were seeded in trays containing sterile sand
and maintained in greenhouse. After development of primary leaves, plants were
removed from sand and had their roots washed, after them plants were transferred to
50 mL Falcon tubes with sterile distilled water. The experiment were conducted with
a total of 155 plants. For evaluations previous to inoculation (quantification of
reducing sugars), 15 plants were used, five of which were sampled before and 10
after the incubation period. To perform the inoculation assay 100 plants were used,
50 of them were previously incubated in BOD at 25 °C in a 12-hour photoperiod, and
the others were incubated in the dark for 80 h. After 25 plants that were submitted to
photoperiod were inoculated with P. sojae, remaining plants that were not inoculated
(control). The same were performed with plants previously incubated in the dark. The
P. sojae inoculation were performed through the stick test, inserting a colonized
toothpick approximately 1 cm below the beginning of main root. After inoculation,
Falcon tubes were sealed and the plants maintained in 12 h photoperiod at 25 °C.
Water uptake, Falker Chlorophyll Index (ICF), symptoms of the disease and the
reducing sugar content in the plant root were quantified daily. Results shows that
high concentrations of sugars propritiate early outbreak of symptoms caused by P.
sojae, while low concentrations delayed this effect. Inoculated plants showed
reduction of ecophysiological parameters. Results showed that root reducing sugars
content affects directly the pathogen growth.

Key-words: pathogen-host interaction; hemibiotrophic; Glycine max.
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1 INTRODUGCAO REFERENCIADA

Apesar de ndo ser considerada um alimento bésico, assim como os cereais
(trigo, arroz, milho e aveia), a soja (Glycine max [L.] Merril) é uma das culturas mais
importantes do mundo, especialmente como fonte de proteina e Oleo vegetal
(BEZERRA et al., 2015). O Brasil € o segundo maior produtor mundial de soja,
atingindo 111,6 milhdes de toneladas na safra 2016/2017, atras apenas dos Estados
Unidos (USDA, 2017). Um levantamento da Companhia Nacional de Abastecimento
- CONAB (2017), estima um crescimento de 15,4% na producdo nacional de soja,
em relacdo a safra anterior.

Um dos principais fatores que limitam a produtividade da cultura da soja sao
as doencas. As perdas anuais de producdo dessa cultura variam entre 15 e 20%,
porém algumas doencas podem causar até 100% de danos (EMBRAPA, 2013),
dentre essas a podridao radicular de Phytophthora, causada por Phytophthora sojae
(COSTAMILAN; BERTAGNOLLI; MORAES, 2007).

O género Phytophthora, com inimeras espécies descritas, pode levar a
morte uma vasta gama de hospedeiros em todas as regibes do mundo. Esses
patdogenos pertencem ao reino Chromista, dentro da classe Oomycetes, ordem
Peronosporales e familia Peronosporaceae (MASSOLA; KRUGNER, 2011).

A podridao radicular de Phytophthora, foi descrita no Rio Grande do Sul em
1995, e houve relatos de danos na safra 2005/2006 em Santa Catarina, Parana,
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Minas Gerais, Goias e Tocantins. Essa doenca
pode ser observada em qualquer estadio da soja. As plantas jovens morrem
rapidamente pois sdo mais suscetiveis. JA& em plantas adultas, os sintomas
dependem da suscetibilidade da cultivar. O patégeno pode causar podriddo de
sementes, podridao radicular, tombamento de plantulas e morte de plantas adultas
(HENNING et al., 2010; GODOQY et al., 2016).

Os patogenos podem ser classificados em trés grupos, de acordo com as
relacbes nutricionais estabelecidas com o hospedeiro: biotroficos, nos quais as
fontes de nutrientes séo tecidos vivos de seu hospedeiro; necrotroficos, em que as
fontes de nutrientes sdo os tecidos mortos; hemibiotroficos, que na infeccdo atuam
como biotréficos, mas colonizam o hospedeiro como necrotroficos (LUTTRELL,
1974; PARBERY, 1996).
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A exemplo de patégeno hemibiotrofico, tem-se a espécie Phytophthora sojae
(STOSSEL; LAZAROVITS; WARD, 1980; ENKERLI; HAHN; MIMS, 1997), assim
como outras espécies desse género, P. infestans (JONES; GRAHAM; WARD, 1975;
WHISSON et al., 2016), P. cambivora (CASARES; GONZALES; TAMES, 1994), P.
capsici (JUPE et al., 2013) e P. palmivora (SARRIA et al., 2016). Esses patégenos
infectam a planta como biotréficos, utilizando de uma estrutura especializada
semelhante ao haustorio, chamada vesicula, para extrair nutrientes da célula
hospedeira. Apés o estabelecimento das relagBes parasitarias estaveis, o patbgeno
coloniza de forma necrotrofica as células adjacentes a infectada. Nesse momento,
ocorre a lesdo das células e posterior morte do tecido, através da producdo de
enzimas e toxinas pelo patégeno (AMORIM; PASCHOLATI, 2011).

A infeccdo das plantas por patégenos ocasiona alteracbes no metabolismo
primario, devido as respostas de defesa do hospedeiro, podendo assim, levar ao
incremento ou ao decréscimo na sintese de acucares. No entanto, mudancas nos
teores de acucares no tecido vegetal em resposta ao ataque do patdgeno, depende
do tipo de parasitismo (BERGER et al., 2004). Nesse sentido, as doencas flungicas
podem ocorrer tanto sob condicdes de alta como de baixa disponibilidade de
acucares no tecido vegetal.

De forma geral, a funcdo dos carboidratos e de seu metabolismo esta
centrada basicamente em aspectos energéticos. Entretanto, estudos tém
evidenciado uma importante contribuicdo dos carboidratos no controle da expressao
de genes, controle circadiano, regulacdo das relacdes fonte-dreno, controle do ciclo
celular e nas interagdes planta-patdogeno (LYTOVCHENKO et al., 2007).

Os acucares sao fundamentais para a sintese de varios compostos de
defesa, como compostos fendlicos, lignina e algumas fitoalexinas. Durante a
interacdo patdégeno-hospedeiro, os dois organismos competem pelos mesmos
nutrientes e a importancia de se controlar a disponibilidade de carboidratos € crucial
para a defesa do hospedeiro, que requer um investimento em gasto energético
(GREKSAK et al., 1972; SUTTON et al., 1999).

O conceito de doencgas associadas com baixos (“low-sugar diseases”) e com
altos (“high-sugar diseases”) teores de agucares na planta foi sugerido por Horsfall e
Dimond (1957). Por depender de varios fatores, a suscetibilidade ou a resisténcia
das plantas a doencas, € um assunto de certa forma complexo. Em varios

patossitemas, o teor de agucares na planta tem papel fundamental na definicdo da
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suscetibilidade ou resisténcia. O tipo de parasitismo esta diretamente relacionado
com a disponibilidade de acucar na planta e com o tipo de acucar predominante.
Geralmente, as interacdes biotréficas apresentam uma associacdo positiva entre a
severidade da doenca e os altos teores de acucares na planta. Ja nas interacdes
necrotroficas, essa associacdo € negativa, ou seja, a maior severidade da doenca
ocorre em condicbes de baixos teores de acUcares na planta. Entretanto, nas
interag6es hemibiotroficas, predomina, no inicio da infec¢do, a condi¢éo de alto teor
de acucar e, depois a condi¢cdo de baixo teor de acucar (VAN DER PLANK, 1984;
SILVA et al., 2008).

A relacdo entre o teor de acgUcares nos tecidos vegetais e a infeccdo por
patbgenos tém sido estudada em varios patossistemas de plantas com fungos,
bactérias, virus, fitoplasmas e nematoides (SILVA et al., 2008). No entanto, ndo ha
trabalhos com o patossistema P. sojae — Glycine max.

Diante do exposto, o0 presente estudo tem como hipétese, que o teor de
acucares redutores no tecido da planta pode influenciar o comportamento do
patébgeno e, consequentemente, o surgimento de sintomas durante a interacao P.

sojae e plantas de soja.



16

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a relacdo entre o teor de
acucares redutores em raiz de soja e o comportamento de Phytophthora sojae.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a relacdo entre o progresso da doenca podriddo de Phytophthora e o
teor de acUcares redutores em raiz de soja;

b) Avaliar os parametros ecofisiolégicos na interacdo entre P. sojae e plantas de
soja;

c) Avaliar o efeito do teor de acucares redutores na infeccdo de um patdégeno
hemibiotrofico;

d) Contribuir no entendimento das rela¢gfes patdgeno-hospedeiro.
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3 METODOLOGIA

3.1 LOCAL DE REALIZACAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia e no
Laboratorio de Fisiologia e Nutricdo Vegetal, do Departamento de Ciéncias
Agronémicas da Universidade Federal do Parana (UFPR), Setor de Palotina. A
quantificacdo do teor de acucares redutores foi realizada no Laboratério de
Biotecnologia e Melhoramento Vegetal e no Laboratério de Micologia e Plantas
Medicinais.

3.2 OBTENCAO E PREPARO DO INOCULO

O isolado Ps36.1 de P. sojae utilizado na avaliacdo da interacdo patdgeno-
hospedeiro é proveniente da Embrapa Trigo, Passo Fundo — RS.

Para o preparo do inoculo, foram montadas placas com palito de dente. Para
tanto, recortou-se discos de papel filtro com didametro menor que o fundo da placa de
petri. O papel foi perfurado com auxilio de uma agulha histolégica, posicionando
uma ponta de palito de dente (1 cm) em cada perfuracéo, fazendo com que este
atravessasse 0 papel. Em seguida, colocou-se o disco de papel, com as pontas
fixadas voltadas para cima, no fundo da placa de petri. O conjunto foi esterilizado em
autoclave por 20 min a 120 °C. Apdés esse procedimento, verteu-se meio de cultura
V8 (100 g de suco V8, 0,60 g de CaCOs, 20 g de agar e 900 mL de agua destilada)
em cada placa com palitos, de forma que cerca de 2 mm das pontas
permanecessem para fora da superficie. Apds a solidificacdo do meio, foram
repicados cinco discos de micélio por placa, de colénias com 12 dias, com o micélio
voltado para baixo. As placas foram mantidas em BOD a 25 °C por 10 dias, até a

colonizag&o da ponta do palito (FIGURA 1).
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FIGURA 1. PREPARO DO INOCULO DE Phytophthora sojae PARA INOCULAGCAO PELO TESTE
DO PALITO. (A) PLACAS DE PETRI COM PONTAS DE PALITO MONTADAS EM BASE DE PAPEL
FILTRO; (B) PONTA DO PALITO COLONIZADA POR Phytophthora sojae, OBSERVADO EM LUPA
COM AUMENTO DE 4X; (C) COLONIA DE Phytophthora sojae EM PLACA DE PALITO DE DENTE,
10 DIAS APOS REPICAGEM.

FONTE: O AUTOR (2017).

3.3 OBTENCAO DE PLANTAS E INOCULACAO

Para obtencdo de plantas de soja, sementes da cultivar suscetivel Monsoy
6210 IPRO, previamente desinfestadas em solucéo de hipoclorito de sédio a 1% por
30 segundos, foram semeadas em bandejas contendo como substrato areia
esterilizada e mantidas em casa de vegetacdo sob temperatura ambiente (£25 °C)
com irrigagéo diaria (FIGURA 2).
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FIGURA 2. PLANTAS DE SOJA EM ESTADIO VC (COTILEDONE)~CULTIVADAS EM BANDEJA
COM AREIA ESTERILIZADA, MANTIDAS EM CASA DE VEGETACAO SOB TEMPERATURA DE
125 °C E IRRIGACAO CONTROLADA.

FONTE: O AUTOR (2017).

Apos o desenvolvimento das folhas primarias (estadio V1), as plantas foram
retiradas da bandeja com areia e tiveram suas raizes lavadas em agua destilada. Na
sequéncia, as plantas foram transferidas para tubos Falcon de 50 mL com &gua
destilada esterilizada (ADE).

O experimento foi conduzido com um total de 115 plantas. Para avaliagbes
anteriores a inoculagéo (teste preliminar de quantificacdo de acucares redutores),
foram utilizadas 15 plantas.

Para o procedimento de inoculacéo, foram utilizadas 100 plantas, sendo que
50 plantas foram, previamente, mantidas em BOD a 25 °C em fotoperiodo de 12 h,
durante 80 h, e as demais permaneceram no escuro no mesmo periodo, com a
finalidade de reduzir o teor de acucares nessas plantas.

Apbs esse periodo, das 50 plantas que foram mantidas em fotoperiodo, 25
plantas foram inoculadas com P. sojae, e as outras 25 plantas permaneceram sem
inoculo, servindo como controle, ambos foram mantidos em ADE. O mesmo
procedimento foi realizado com as plantas anteriormente incubadas no escuro. A
inoculacao foi realizada através do teste do palito, metodologia adaptada de Keeling
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(1982), inserindo-se uma ponta de palito colonizada por P. sojae aproximadamente 1
cm abaixo do inicio da raiz principal da planta (FIGURA 3). Na testemunha foi

introduzido a ponta do palito esterilizado.

FIGURA 3. INOCULACAO COM PALITO DE DENTE COLONIZADO POR Phytophthora sojae EM
PLANTAS DE SOJA EM ESTADIO V1, INSERCAO APROXIMADAMENTE 1 cm ABAIXO DO INICIO
DA RAIZ PRINCIPAL.

FONTE: O AUTOR (2017).

Apbs a inoculacédo, os tubos Falcon foram vedados com EVA, objetivando-se
quantificar o consumo de agua pela planta. Posteriormente, as plantas foram
incubadas em BOD a 25 °C em fotoperiodo de 12 horas (FIGURA 4).
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FIGURA 4. PLANTAS DE SOJA EM TUBO FALCON DE 50 ML COM ADE, MANTIDAS EM BOD A
25 °C SOB FOTOPERIODO DE 12 HORAS, APOS INOCULACAO COM Phytophthora sojae.
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FONTE: O AUTOR (2017).

3.4 QUANTIFICACAO DO CONSUMO DE AGUA

O consumo de agua foi aferido diariamente através de pesagens diretas do
conjunto (tubo Falcon + planta), com o auxilio de balanga semi-analitica. O consumo
total de agua diario se deu por meio da diferenca de peso no periodo de 24 horas,

de acordo com a metodologia de Fleischmann et al. (2005).

3.5 QUANTIFICACAO DA CLOROFILA

O indice de Clorofila Falker (ICF) foi quantificado através de medicBes

diarias com clorofildometro clorofiLOG CFL1030, da marca FALKER. As medicdes
foram feitas em uma das folhas primarias da planta, previamente marcada.
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3.6 SINTOMATOLOGIA

O desenvolvimento de sintomas em folhas (murcha, clorose e necrose) foi

acompanhado diariamente através de uma escala visual de sintomas (FIGURA 5).

FIGURA 5. ESCALA VISUAL DE AVALIACAO DE SINTOMAS CAUSADOS POR Phytophthora sojae
EM PLANTAS DE SOJA. (A) NOTA 1 — PLANTA ASSINTOMATICA; (B) NOTA 2 — PLANTA COM
EPINASTIA; (C) NOTA 3 — PLANTA COM INTENSA MURCHA; (D) NOTA 4 — PLANTA COM
INTENSA MURCHA E CLOROSE; (E) NOTA 5 — PLANTA MORTA.

Escala visual Descricao Nota ‘

Planta assintomatica 1

Planta com leve murcha 2

Planta com intensa murcha 3
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Planta com intensa murcha e
clorose das folhas

Planta morta 5

FONTE: O AUTOR (2017).

3.7 QUANTIFICACAO DE ACUCARES REDUTORES

3.7.1 Amostragem da raiz

A amostragem da raiz de plantas de soja foi realizada em varias etapas
durante a conducdo do experimento, buscando avaliar o comportamento dos
acucares redutores durante a progressao da doencga. A primeira coleta ocorreu no
tempo zero. A segunda amostragem foi feita apds as plantas serem submetidas a 80
h de escuro e no fotoperiodo de 12 h. Apés a inoculagéo, foram realizadas coletas a
cada 24 h durante cinco dias, sendo amostradas cinco repeti¢cdes por tratamento. As
raizes foram cortadas, pesadas e armazenadas a -80 °C até o procedimento de

extracao.
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3.7.2 Extracdo de acucares do tecido vegetal

As amostras previamente armazenadas a -80 °C foram maceradas em
nitrogénio liquido, uma aliquota de 0,400 a 0,600 g do macerado foi transferida para
tubos eppendorf de 2,0 mL. Na sequéncia, adicionou-se 1,0 mL de agua destilada
(80 °C), e apods agitacdo no vortex, estas foram aquecidas em banho maria a 80 °C
por 30 min. Durante o aquecimento as amostras foram homogeneizadas por
inversao a cada 10 min. Em seguida, as amostras foram submetidas a centrifugacao
a 12500 rpm por 10 min a 4 °C. ApoOs a centrifugacdo, retirou-se 0,3 mL do

sobrenadante, para posterior determinacdo do contetudo de acucares redutores.

3.7.3 Teor de acucares redutores

O método utilizado para determinacdo da concentracdo de acucares
redutores foi adaptado de Miller (1959). Para tanto, em tubo de ensaio de x mL
adicionou-se 0,3 mL do extrato obtido no item 3.7.2 e 0,2 mL do reagente DNS, em
seguida, aqueceu-se a 105 °C por 5 min. Apoés, os tubos de ensaio foram colocados
em banho de gelo e diluiu-se os ensaios com 1,5 mL de agua destilada. O branco foi
preparado pela adi¢do de 0,3 mL de agua destilada substituindo o extrato. A amostra
teve absorbancia medida em espectrofotometro no comprimento de onda de 540
nm.

Uma curva padrdo de glicose, nas concentracdes de 0,1 a 1,0 g L, foi
construida nas mesmas condigcbes da amostra, gerando um modelo de regressao
linear e o coeficiente de determinacao da glicose em funcdo da absorbancia medida
(FIGURA 6).
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FIGURA 6. CURVA PADRAO DE GLICOSE NAS CONCENTRAGCOES DE 0,1 A 1,0 g L1, COM A
REGRESSAO LINEAR E O COEFICIENTE DE DETERMINAGAO DA GLICOSE EM FUNGCAO DA
ABSORBANCIA MEDIDA NO COMPRIMENTO DE ONDA DE 540 nm.
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FONTE: O AUTOR (2017).

O reagente DNS foi preparado obedecendo a seguinte ordem: 10,6 g de
acido 3,5-dinitrosalicilico, 19,8 g de NaOH, 1416 mL de 4gua destilada. Dissolveu-se
em aquecimento brando 7,6 mL de fenol (fundido a 50°C) e 8,3 gramas de
metabissulfito de sédio. Em seguida, adicionou-se o fenol e o0 metabissulfito de sédio

a solucédo de DNS, NaOH e agua destilada.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos nos diferentes ensaios experimentais foram avaliados
estatisticamente a partir do programa computacional Sisvar (DEX/UFLA), através do
teste Scott-Knott a 5% de probabilidade (FERREIRA, 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o objetivo de estabelecer uma relagdo entre o teor de aclcares na
planta e o surgimento de sintomas, plantas de soja expostas a um fotoperiodo de 12
h e plantas privadas de fotoperiodo durante 80 h, apresentaram sintomas em
tempos distintos. A Figura 7 ilustra a incidéncia de sintomas de murcha nas plantas

em funcao da escala visual de sintomas.

FIGURA 7. INCIDENCIA DE PLANTAS DE SOJA COM SINTOMAS DE PODRIDAO DE Phytophthora
sojae EM DIFERENTES PERIODOS APOS INOCULAGCAO. MEDIAS SEGUIDAS PELA MESMA
LETRA NAO DIFEREM ENTRE S| PELO TESTE SCOTT-KNOTT, A 5% DE PROBABILIDADE. NS
(NAO SIGNIFICATIVO).

v

Escala de sintomas

Horas apos inoculagédo

Olnoculada/Fotopreriodo  @Controle/Fotoperiodo  Olnoculada/Escuro  BControle/Escuro

FONTE: O AUTOR (2017).

Conforme a Figura 7, os primeiros sintomas de murcha causados por P.
sojae foram observados 48 h apds inoculacdo, em plantas anteriormente mantidas
em fotoperiodo de 12 h. Ficando evidente que a incidéncia de sintomas de murcha
foi maior em plantas que nao sofreram privacdo de fotoperiodo nas primeiras 80 h
antes da inoculacao.

Na Figura 8 sdo observadas as médias de consumo de agua em plantas de
soja mantidas em fotoperiodo de 12 horas e inoculadas com P. sojae, mantidas em
fotoperiodo de 12 horas sem inoculacdo, plantas mantidas em escuro e inoculadas e

plantas mantidas em escuro sem inoculagao.
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FIGURA 8. CONSUMO DE AGUA mL dia’l EM PLANTAS DE SOJA MANTIDAS EM FOTOPERIODO
DE 12 HORAS E INOCULADAS COM Phytophthora sojae (INOCULADAS/FOTOPERIODO),
MANTIDAS EM FOTOPERIODO DE 12 HORAS E NAO INOCULADAS
(CONTROLE/FOTOPERIODO) E PLANTAS MANTIDAS EM ESCURO E INOCULADAS COM
Phytophthora sojae (INOCULADAS/ESCURO), PLANTAS MANTIDAS EM ESCURO E NAO
INOCULADAS (CONTROLE/ESCURO). MEDIAS SEGUIDAS PELA MESMA LETRA NAO DIFEREM
ENTRE SI PELO TESTE SCOTT-KNOTT, A 5% DE PROBABILIDADE.
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FONTE: O AUTOR (2017).

A partir das médias de consumo de agua apresentadas na Figura 8,
observa-se que as plantas inoculadas que anteriormente foram expostas ao
fotoperiodo reduziram o consumo de agua 96 h apds inoculacédo. Este decréscimo
no consumo de agua coincide com o periodo em que houve o maior nimero de
plantas com sintomas de murcha, clorose e necrose das folhas. Ficando evidente
esta constatacdo 120 h apds inoculagdo. O mesmo comportamento foi observado
para o indice de Clorofila Falker (ICF), apresentando uma maior reducéo entre 96 e
120 h ap6s inoculacéo (FIGURA 9).
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FIGURA 9. INDICE DE CLOROFILA FALKER (ICF) EM PLANTAS DE SOJA MANTIDAS EM
FOTOPERIODO DE 12 HORAS E INOCULADAS COM Phytophthora  sojae
(INOCULADAS/FOTOPERIODO), MANTIDAS EM FOTOPERIODO DE 12 HORAS E NAO
INOCULADAS (CONTROLE/FOTOPERIODO) E PLANTAS MANTIDAS EM ESCURO E
INOCULADAS COM Phytophthora sojae (INOCULADAS/ESCURO), PLANTAS MANTIDAS EM
ESCURO E NAO INOCULADAS (CONTROLE/ESCURO). MEDIAS SEGUIDAS PELA MESMA
LETRA NAO DIFEREM ENTRE S| PELO TESTE SCOTT-KNOTT, A 5% DE PROBABILIDADE.
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FONTE: O AUTOR (2017).

Assim como no consumo de agua, houve maior reducdo na clorofila das
plantas inoculadas/fotoperiodo, quando comparadas as plantas inoculadas/escuro e
plantas controle. Isso explica, o surgimento antecipado de sintomas em plantas
inoculadas/fotoperiodo (FIGURA 7). A reducdo do consumo de agua e do indice de
clorofila séo respostas fisioldgicas da planta ao ataque do patdgeno.

A producdo de acUcares nas plantas depende, direta ou indiretamente, da
fotossintese. Na fase fotoquimica, a energia solar é usada para a sintese de
compostos ricos em energia (ATP e NADPH). Embora a energia armazenada nesses
compostos seja quimicamente estavel, as plantas ndo os acumulam em quantidades
apreciaveis. O ATP e o NADPH séao rapidamente usados nas reac¢des bioquimicas
de sintese de acgucares, a partir do CO2 e H20, que ocorrem no cloroplasto (SMITH,;
STITT, 2007). Desta forma, sugerindo que plantas mantidas em escuro tendem a
apresentar menores concentragbes de agucares no tecido vegetal e, por
consequéncia, afetando parametros ecofisiologicos como absorcdo de agua e indice

de clorofila.
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Varios autores no estudo da interacdo patégeno-hospedeiro, confirmam que
espécies do género Phytophthora afetam negativamente varios parametros
ecofisiolégicos, dentre eles a reducao da absorcdo de agua e indice de clorofila na
planta (CAHILL; GRANT; WESTE, 1985; FLEISCHMANN et al., 2002; MAUREL et
al., 2004; FLEISCHMANN et al., 2005; PORTZ, 2009; PORTZ et al., 2011).

A maior incidéncia de sintomas em plantas mantidas em fotoperiodo e
inoculadas com P. sojae, possivelmente, se deve ao fato do teor de acucares
redutores nas raizes destas, no momento da inoculacdo, serem superiores em

relacdo as plantas mantidas em escuro e inoculadas (FIGURA 10).

FIGURA 10. CONCENTAGCAO DE ACUCARES REDUTORES EM RAIZES DE PLANTAS DE SOJA
MANTIDAS EM FOTOPERIODO DE 12 HORAS E INOCULADAS COM Phytophthora sojae
(INOCULADAS/FOTOPERIODO), MANTIDAS EM FOTOPERIODO DE 12 HORAS E NAO
INOCULADAS (CONTROLE/FOTOPERIODO) E PLANTAS MANTIDAS EM ESCURO E
INOCULADAS COM Phytophthora sojae (INOCULADAS/ESCURO), PLANTAS MANTIDAS EM
ESCURO E NAO INOCULADAS (CONTROLE/ESCURO). MEDIAS SEGUIDAS PELA MESMA
LETRA NAO DIFEREM ENTRE S| PELO TESTE SCOTT-KNOTT, A 5% DE PROBABILIDADE. NS
(NAO SIGNIFICATIVO).
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FONTE: O AUTOR (2017).

Em condicbes de maior disponibilidade de aclUcares na raiz P. sojae
apresenta maior crescimento no tecido vegetal, lesionando células e tecidos, o qual
€ constatado pelo efeito negativo nos parametros ecofisiol6gicos avaliados.

Angay et al. (2014), avaliaram o efeito de carboidratos n&do-estruturais na
suscetibilidade de Quercus robur a Phythophthora quercina, segundo os autores a
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disponibilidade de acucares em raizes de carvalho € um parametro para a
suscetibilidade e ndo para resisténcia a P. quercina. Dessa forma, altas
concentragbes de acgucares nas raizes favoreceram o crescimento do patégeno.
Esse efeito também foi observado no patossistema P. citricola — Fagus sylvatica
(PORTZ et al., 2011).

Em contrapartida, no patossistema Fusarium oxysporum — Lupinus luteus,
altos teores de carboidratos sollveis reduziram o crescimento do fungo. Juntamente
com o aumento dos niveis de acgucares, houve também um incremento na sintese de
metabdlitos secundarios, como lignina e isoflavondides (MORKUNAS et al., 2005;
2007). Da mesma forma, Cohen et al. (1996) determinaram que em plantas de
mel&o infectadas por Fusarium oxysporum f.sp. melonis, a reducéo na intensidade
luminosa aumentou o numero de plantas murchas e reduziu o teor de glicose,
frutose e sacarose, indicando assim, que esse patossistema é favorecido por baixo
teor de agucares na planta. Desse modo, o comportamento distinto com relacéo ao
crescimento do patdégeno e a disponibilidade de aclUcares €, em muitos casos,
intrinseco ao patossistema em estudo.

O tipo de parasitismo esta diretamente relacionado com a disponibilidade de
acucar na planta e com o tipo de acucar predominante. Geralmente, nas interacdes
biotroficas verifica-se uma relacédo positiva entre a severidade da doenca e os altos
teores de aclUcares na planta. JA4 nas interacBes necrotréficas, essa relacdo é
negativa, isto €, a maior severidade da doenca ocorre em condicdes de baixos
teores de acuUcares na planta. Entretanto, nas interacdes hemibiotroficas, prevalece,
no inicio da infeccdo, a condicdo de alto teor de acucar e, depois a condi¢cdo de
baixo teor de acucar (VAN DER PLANK, 1984; SILVA et al., 2008). Corroborando
com os resultados encontrados no presente estudo.

Em ensaio in vitro realizado por Portz (2009), foi possivel evidenciar o
crescimento diferenciado de colonias e hifas de P. citricola com relacdo a
quantidades de glicose disponiveis em meio de cultura. Foi constatado que em meio
de cultivo com menor concentragéo de glicose (1 g L) col6nias atingiram o maximo
de crescimento em menos tempo, bem como, um nimero menor de bifurcacdes por
hifa quando comparado ao crescimento do mesmo patbgeno em meio com maior
concentracdo de glicose (3 g L't). O mesmo foi comprovado em modelo matematico
proposto por Henkel et al. (2012). E tal comportamento no crescimento de espécies

de Phytophthora é esperado, consequentemente, in vivo.
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De acordo com a progressao da doenca observou-se um decréscimo no teor
de acUcares redutores em raizes de soja inoculadas com P. sojae, porém nas
plantas mantidas em fotoperiodo de 12 h, a reducéo foi maior. Segundo Berger et al.
(2004), a infeccdo das plantas por patdogenos provoca mudancas no metabolismo
primario, que podem levar ao incremento ou ao decréscimo na sintese de acgucares.
Entretanto, mudancas nos teores de acucares em resposta a infec¢éo por patdgenos
depende do tipo de parasitismo.

Segundo Portz et al. (2011), no patossistema P. citricola — Fagus sylvatica,
guantidades maiores do patdégeno estdo relacionados a reducdo do teor de
acucares, como sacarose, glicose e frutose, em raizes inoculadas. O mesmo foi
constatado por Jobic et al. (2007), trabalhando com o patossistema Sclerotinia
sclerotiorum — Helianthus annuus, bem como Berger et al. (2004), no patossistema
Botrytis cinerea — Solanum lycopersicum, na qual houve uma reducdo no teor de
acucares da planta, durante a colonizacéo pelos patégenos.

Considerando os parametros ecofisioldgicos, assim como a concentracao de
acucares em plantas inoculadas sem privacdo de fotoperiodo e plantas conduzidas
por um periodo no escuro, é possivel estabelecer uma correlacdo entre a

concentracdo desses acgucares com o indice de clorofila Falker (FIGURA 11).
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FIGURA 11. CORRELACAO ENTRE A CONCENTRAGCAO DE AGCUCARES REDUTORES EM
RAIZES DE PLANTAS DE SOJA E INDICE DE CLOROFILA FALKER (ICF). (A) PLANTAS
MANTIDAS EM FOTOPERIODO DE 12 HORAS E INOCULADAS COM Phytophthora sojae; (B)
PLANTAS MANTIDAS NO ESCURO E INOCULADAS COM Phytophthora sojae.
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FONTE: O AUTOR (2017).

Os dados da Figura 11A sugerem que concentracdes menores de acgucares
presentes na raiz, tendem a reduzir o indice de clorofila Falker. Considerando o
patossistema P. sojae — Glycine max, € provavel que a reducdo dos niveis de
acucares em raizes infectadas esteja relacionado ao crescimento do patdgeno.
Nessas plantas, supostamente valores iniciais de agucares na raiz eram maiores,
favorecendo o crescimento de P. sojae, culminando nos efeitos negativos da
doenca.

Ao contrario, em raizes submetidas a um periodo de escuro que antecedeu
a inoculacdo, os niveis de aclUcares sdo menores e, por consequéncia, supdem-se

um menor desenvolvimento do patdgeno na raiz, levando assim a um menor efeito
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sobre o indice de clorofila Falker (FIGURA 11B), bem como, ao surgimento posterior
dos sintomas da doenca (FIGURA 7).

Considerando que P. sojae € um patdgeno hemibiotrofico, a maior
disponibilidade de agucares em um dos tratamentos (inoculada/fotoperiodo), no
momento da inoculacdo, favoreceu o desenvolvimento da doenca. Esse mesmo
comportamento é descrito por Van Der Plank, 1984 e Silva et al., 2008, os quais
afirmam que em interacdes hemibiotroficas, prevalece, no inicio da infeccdo, a
condicdo de alto teor de agucar e, depois a condicdo de baixo teor de acUcar.

Corroborando assim, com as constatacdes do presente trabalho.
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5 CONCLUSAO

Altas concentracbes de acUcares favorecem o surgimento antecipado de
sintomas causados por P. sojae, enquanto baixas concentracbes prorrogam esse
efeito.

Plantas inoculadas com P. sojae apresentaram reducdo dos parametros
ecofisiolégicos avaliados.

A partir dos resultados encontrados no presente estudo, € possivel concluir
qgue o teor de acucares redutores na raiz influenciam o crescimento do patégeno,

contribuindo para o entendimento da interacdo patdgeno-hospedeiro.
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