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RESUMO

Avaliou-se o efeito no fator de reprodugao de Meloidogyne incognita e indugdo de
resisténcia através da atividade da quitinase nas raizes, com o tratamento quimico
em sementes de soja. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado
(DIC), com 14 tratamentos e 10 repeticbes, sendo a parte enzimatica com e sem o
nematoide. O experimento foi avaliado apds 60 dias para fator de reproducéo e para
atividade enzimatica trés dias apds a semeadura, totalizando cinco dias de coleta.
Os dados foram submetidos ao teste de Scott-Knott a 0,05 de significancia. Nao
houve interacdo significativa podendo tratar-se de uma cultivar resistente e na
atividade enzimatica foi observado uma resisténcia sistémica adquirida em

decorréncia ao nematoide.

Palvras-chave: Gl/ycine max, nematoide das galhas, quitinase.



ABSTRACT

The effect on the reproduction factor of Meloidogyne incognita and induction of
resistance through chitinase activity in the roots was evaluated with the
chemical treatment of soybean seeds. The experimental design was completely
randomized (DIC), with 14 treatments and 10 replicates, being the enzymatic
part with and without the nematoid. The experiment was evaluated after 60
days for reproduction factor and for enzymatic activity three days after sowing,
totaling five days of collection. Data were submitted to the Scott-Knott test at
0.05 significance. There was no significant interaction and it could be a resistant
cultivar and in the enzymatic activity a systemic resistance was observed as a
result of the nematoid.

Keywords: Glycine max, gill nematode, chitinase.



INTRODUGCAO

A produc¢édo nacional de soja conquistou recorde de 119,3 milhdes de
toneladas na safra 2017/18, superando 4,6% a safra passada. A cultura teve
ganho da area semeada, passando de 33,91 para 35,14 milhdes de hectare na
safra 2017/18, um aumento de 1,23 milhdo de hectares e um novo recorde na
produtividade média de 3.394 kg.ha'. Os bons resultados dessa safra
resultaram do uso de um bom pacote tecnolégico, em associacdo a
precipitacbes e temperaturas favoraveis, apesar de alguns problemas na

Regido Sul do pais (Conab, 2018).

A alta produtividade na cultura da soja € limitada principalmente
pelos problemas fitossanitarios, evidenciando-se os nematoides. No Brasil,
dentre os géneros mais relevantes e de interesse econdmico para a soja,
destacam-se as espécies. Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood,
Meloidogyne incognita (Kofoid; White) Chitwood, causadora de galhas;
Pratylenchus brachyurus (Godfrey; Filipjev; Schuurmans Stekhoven),
nematoide das lesdes e Heterodera glycines Ichinohe, nematoide de cisto da

soja (Almeida et al., 2005).

Com vasta distribuicdo geogréfica e grande gama de hospedeiros,
os nematoides formadores de galha, Meloidogyne sp., também causam
grandes danos na cultura da soja (Sasser, 1979; Moens et al., 2009). O
principal sintoma desse género é o aparecimento de galhas no sistema
radicular, podendo ocasionar murcha das plantas durante os periodos quentes

do dia (Tihohod, 2000).



Outros sintomas relacionados aos nematoides das galhas séo: baixo
desenvolvimento das plantas, ocasionando deformacéo; desfolha prematura;
déficit mineral (sintomas); clorose; ma-formacdo e subdesenvolvimento
radicular; perda da eficiéncia do sistema radicular em transportar e absorver
agua e nutrientes, acarretando perda na producgdo, prejudicando ou até

impedindo o cultivo no caso de infestagdes mais severas (Tihohod, 2000).

O manejo dos nematoides precisa ser planejado com a jungéo de
diversos métodos de controle e de preferéncia baixo custo, recomenda-se
frequentemente o uso de controle quimico, controle bioloégico, plantio direto,

variedades resistentes e rotac&o de culturas (Almeida et al., 2005).

Dentre as medidas de controle desses patdgenos, o tratamento de
sementes de soja com fungicidas € uma das mais econémicas € eficazes, pois
além de erradicar o patdgeno presente na semente, protegem as plantulas na
fase inicial de desenvolvimento dos fitopatdgenos presentes no solo (Goulart,

2000).

A inducdo de resisténcia tem sido outra forma apresentada em
varias espécies de plantas contra o ataque de fungos, bactérias, virus e
nematoides. Destacam-se dentre os indutores a quitina, sendo o segundo
polissacarideo mais abundante do planeta, formado por uma sequéncia linear
de N-acetilglucosamina e a quitosana, forma desacetilada da quitina com poli

D-glucosamina (Di Piero & Garda, 2008).

O crescimento da atividade enzimética de enzimas como quitinases na
planta esta relacionada com a indug&o de resisténcia. Além disso, a adigao de

quitina no solo gera um aumento na populagdo de micro-organismos



quitinoliticos, causando a supressao de fungos e fitonematoides existentes no

solo (Castro et al., 2011).

Com isso, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do tratamento
quimico de sementes de soja na redugé&o de populagbes de Meloidogyne
incognita e verificar o efeito na indugao da resisténcia a partir das atividades de

quitinases.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na casa de vegetagao, no Laboratorio de
Nematologia (LANEM) e no Laboratério de Bioquimica e Toxinas Animais
(LABITOX) da Universidade Federal de Uberlandia do campus Umuarama,

Uberlandia-MG, no periodo de fevereiro a julho de 2016.

Fator de reproducgao (FR) dos nematoides

Foram utilizados vasos plasticos de 1,5 L' contendo solo na
proporgao 2:1 (areia e solo), sendo semeadas cinco sementes de soja por vaso
e realizado o desbaste deixando apenas uma planta por vaso. Primeiramente,
foi feita a analise nematoldégica de solo, para evitar contaminagcdo por
fitonematoides nas parcelas. As sementes de soja foram fornecidas pela
empresa Basf e ja se encontravam tratadas com os respectivos produtos
quimicos. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com

10 repeticdes (Tabela 1).



TABELA 01. Tratamento quimico de sementes de soja para controle de M.

incognita. Uberlandia, 2018.

Produto

Dose Comercial
(mL.Kg' semente)

T1- Testemunha - sem tratamento

T2- Standak® Top 2,0
T3- BAS 451 AB | 50
T4- Avicta 500 FS 1,0
T5- Cis-jasmone 0,005
T6- Integral 1,0
T7- Integral 0,1
T8- ABU1419 A 1,5
T9- ABU1419 A 15,0
T10- ABU 1814 1,8
T11- ABU 1814 18,0

T12- Standak Top + Cis-jasmone + Integral 2,0 +0,005 + 0,1
T13- Standak Top + Integral 2,0+0,1

T14- Standak Top + Cis-jasmone 2,0 + 0,005

A inoculacdo dos fitonematoides foi realizada com a abertura de trés
orificios com 2 cm de profundidade e distanciados a 2 cm da haste da muda,
onde foram distribuidos 10 mL-' da suspensao calibrada, contendo 5.000 ovos

de M. incognita.

A analise dos tratamentos foi realizada apdés 60 dias apds a

inoculagdo. O solo contido nos vasos plasticos foi homogeneizado e retirado



uma aliquota de 150 mL-! e as raizes coletadas, para efetuar a extracdo dos
nematoides. O processamento do solo e raizes foi feito por peneiramento e
flotacdo centrifuga em solugdo de sacarose (Jenkins, 1964), e nas raizes
depois de lavadas e pesadas, seguiu a técnica do liquidificador doméstico
(Bonetti; Ferraz, 1981). Com a cadmara de Peters foi realizada a contagem dos
nematoides sob microscépio de luz, e feito o calculo do Fator de Reprodugéo

(FR), dividindo-se a populacgao final pela populagao inicial (5000 ovos).

Atividade enzimatica

Para andlise da atividade enzimatica foi realizado experimento
paralelo, com a metodologia semelhante ao citado no item 2.1. Repetiu-se os
tratamentos ja citados (Tabela 1), e acrescentou tratamentos com os mesmos

produtos porém sem a presencga de M. incognita, conforme Tabela 2.



TABELA 02. Tratamento quimico de sementes
resisténcia a M. incognita. Uberlandia, 2018.

de soja para indugdo de

Produto
(Sem nematoide)

Dose Comercial
(mL.Kg' semente)

T15- Testemunha absoluta- sem produto

T16- Standak® Top 2,0
T17- BAS 451 AB | 5,0
T18- Avicta 500 FS 1,0
T19- Cis-jasmone 0,005
T20- Integral 1,0
T21- Integral 0,1
T22- ABU1419 A 1,5
T23- ABU1419 A 15,0
T24- ABU 1814 1.8
T25- ABU 1814 18,0
T26- Standak Top + Cis-jasmone + Integral 2,0 +0,005+ 0,1
T27- Standak Top + Integral 2,0+0,1
T28- Standak Top + Cis-jasmone 2,0 + 0,005

Para esse experimento foram utilizados copos plasticos de 500 mL""’
contendo o solo na proporgcao 2:1 (areia e solo). Para os tratamentos com
nematoide a inoculagao foi realizada antes da semeadura. Para tal ao solo de
cada copo plastico foi adicionado 10 mL™" da suspenséo calibrada com 5.000
ovos de M. incognita, e posteriormente homogeneizado antes de ser colocado
no copo plastico. Em seguida, foi realizado a semeadura tanto nos vasos com
nematoides como nos sem nematoides com as sementes quimicamente

tratadas fornecidas pela empresa.



Para analises da atividade enzimatica as plantulas foram coletadas
3, 4 5 6 e 7 dias apos a semeadura (DAS). Para isso, eram coletadas
diariamente duas amostras por tratamento, lavadas e conduzidas até o
laboratério. Para analise eram utilizadas apenas as raizes. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 2 x 14 x 5

(nematoide x produtos x DAS) com 10 repeti¢des, totalizando 28 tratamentos.

No laboratério foi pesado 1 g de raizes para cada parcela, cortadas
dentro do microtubo de 1,5 mL-! maceradas e homogeneizadas em 4mL de
tampéao acetato de sédio 100 mM (pH 5,0) e em nitrogénio liquido com auxilio
de almofariz até obter um p6 uniforme, sendo centrifugadas a 14.000g por 25
min a 4°C. Os sobrenadantes foram coletados e armazenados a — 20°C. O
produto dessa maceracdo foi submetido ao Kit de ensaio de Quitinase
(Chitinase Assay Kit) da Sigma-Aldrich® com absorbancia de 405 nm. O kit de
ensaio para quitinase € baseado na hidrdlise enzimatica do substrato quitinase
(B-N-acetilglucosaminidase), liberando p-nitrofenol (4-nitrofenol), que por
ionizagao, em pH basico, pode ser medido colorimetricamente (Sigma-Aldrich,
2018). A atividade da quitinase foi determinada em termos equivalentes da
enzima ja conhecida de quitinase de Trichoderma viride, os resultados foram
expressos em unidades de absorbancia.min"'.mg proteina’'. De cada amostra
foram feitas triplicatas em microplacas de 96 pogos e a quantificacdo da analise

enzimatica foi realizada em Leitor de Elisa.
Analise estatistica

Os dados foram obtidos através do programa estatistico Sisvar®
(Ferreira, 2000), realizando a comparaggo de médias pelo teste de Scott-Knott

a 0,05 de significancia.



RESULTADOS

Fator de reproducao (FR) dos nematoides

Os resultados referentes ao Fator de Reprodugé&o de M. incognita

estao representados na Tabela 03 abaixo.

TABELA 03. Fator de reprodugé&o de M. incognita em plantas de soja apés
tratamento quimico de sementes. Uberlandia, 2018.

Tratamento FR
T1- Testemunha - sem tratamento 0,64a
T2- Standak® Top 0,55a
T3- BAS 451 AB | 0,58a
T4- Avicta 500 FS 0,62a
T5- Cis-jasmone 0,61a
T6- Integral 0,71a
T7- Integral 0,63a
T8- ABU1419 A 0,51a
T9- ABU1419 A 0,66a
T10- ABU 1814 0,55a
T11- ABU 1814 0,75a
T12- Standak Top + Cis-jasmone + Integral 0,64a
T13- Standak Top + Integral 0,66a
T14- Standak Top + Cis-jasmone 0,64a

Médias seguidos por letras distintas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 0,05 de

significancia.
Nao foi observado reducéo do fator de reprodugao em nenhum dos

tratamentos em relagao a testemunha.

Atividade enzimatica



Nao houve interacdo significativa entre os fatores produtos e
nematoides. Por essa razdo sao apresentados dados separados, com e sem

nematoide, n&o permitindo a comparagao desses tratamentos.

Para atividade enzimatica de quitinase nos tratamentos com
inoculagdo de M. incognita foi observada interagdo significativa entre

tratamentos e dias de avaliagdo. Os resultados encontram-se na Tabela 04.

TABELA 04. Analise da atividade enzimatica da quitinase em plantas de soja
com M. incognita. Uberlandia, 2018.

Tratamentos 3 DAS 4 DAS 5 DAS 6 DAS 7 DAS
T1 0,10aB 0,46aA 0,52aA 0,50aA 0,58bA
T2 0,10aB 0,18bB 0,37bA 0,41bA 0,48bA
T3 0,03bB 0,34aA 0,54aA 0,43bA 0,51bA
T4 0,14aC 0,22bC 0,25bC 0,54aA 0,37¢cB
T5 0,03bC 0,36aB 0,54aA 0,55aA 0,57bA
T6 0,01bC 0,27bB 0,35bB 0,51aA 0,43cA
T7 0,14aB 0,17bB 0,55aA 0,42bA 0,53bA
T8 0,02bD 0,36aC 0,31bC 0,57aB 0,76aA
T9 0,07bB 0,23bB 0,46aA 0,42bA 0,58bA
T10 0,06bB 0,44aA 0,34bA 0,40bA 0,55bA
T11 0,04bB 0,21bB 0,48aA 0,44bA 0,58bA
T12 0,07bD 0,32aC 0,35bC 0,56aB 0,84aA
T13 0,07bD 0,33aB 0,53aA 0,13cC 0,07dD
T14 0,13aB 0,25bB 0,38bA 0,38bA 0,40cA

Médias seguidos por letras distintas mindasculas na coluna e mailsculas na linha diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott a 0,05 de significancia.



Analisando por dia ap6és a semeadura, aos 3 DAS os tratamentos
T1-Testemunha inoculada, T2-Standak Top, T4-Avicta 500 FS, T7- Integral (0,1
mL.Kg' semente) e T14 - Standak Top/Cis-jasmone obtiveram melhores
resutados com relagdo aos demais, com maior atividade enzimatica. Aos 4
DAS os tratamentos que se destacaram foram T1-Testemunha inoculada, T3 -
BAS 451 AB |, T5 - Cis-jasmone, T8 - ABU1419 A (1,5 mL.Kg"' semente), T10 -
ABU 1814 (1,8 mL.Kg' semente), T12 - Standak Top/Cis-jasmone/Integral, T13
-Standak Top/Integral e T14 - Standak Top/Cis-jasmone. Aos 5 DAS os
melhores tratamentos T1 — Testemunha inoculada, T3 - BAS 451 AB |, T5 -
Cis-jasmone, T7- Integral (0,1 mL.Kg' semente), T9 - ABU1419 A (15,0 mL.Kg-
' semente), T11- ABU 1814 (18,0 mL.Kg' semente), T13 -Standak
Top/Integral e T14 - Standak Top/Cis-jasmone. Aos 6 DAS os produtos mais
relevantes foram T1 — Testemunha inoculada, T4 - Avicta 500 FS, T5 - Cis-
jasmone, T6 — Integral (1,0 mL.Kg"' semente), T8 - ABU1419 A (1,5 mL.Kg"’
semente) e T12 - Standak Top/Cis-jasmone/Integral. Por fim aos 7 DAS os
tratamentos T8 - ABU1419 A (1,5 mL.Kg' semente) e T12 - Standak Top/Cis-

jasmone/Integral se destacaram.

Analisando cada produto, na maioria a atividade enzimatica
aumentou no decorrer de 3, 4 e 5 DAS mantendo-se constante até a Ultima
avaliagcéo, exceto em Avicta 500 FS (T4) e Standak Top/Integral (T3) em que a

atividade enzimatica comegou com aumento depois teve queda.

A avaliacdo da atividade enzimatica de quitinase sem inoculagédo de
M. incognita esta descrita na Tabela 05. Foi observada interagdo significativa

entre tratamentos e dias de avaliagao.



TABELA 05. Analise da atividade enzimatica da quitinase em plantas de soja
sem nematoide. Uberlandia, 2018.

Tratamentos 3 DAS 4 DAS 5 DAS 6 DAS 7 DAS
T15 0,03bC 0,51aA 0,28bB 0,52aA 0,57bA
T16 0,02bC 0,36bB 0,52aA 0,56aA 0,44cB
T17 0,01bC 0,22cB 0,52aA 0,45aA 0,45cA
T18 0,08aB 0,24cB 0,38bA 0,38aA 0,44cA
T19 0,00bC 0,24cB 0,45aA 0,43aA 0,45cA
T20 0,01bB 0,21cA 0,38bA 0,37aA 0,30dA
T21 0,02bD 0,28¢cC 0,50aA 0,29aC 0,36dB
T22 0,05aC 0,29¢cB 0,51aA 0,37aB 0,40cB
T23 0,02bD 0,26¢cC 0,45aB 0,39aB 0,69aA
T24 0,03bC 0,32bB 0,32bB 0,46aA 0,37dB
T25 0,06aD 0,25¢cC 0,51aA 0,40aB 0,45cB
T26 0,02bD 0,25¢cB 0,32bB 0,41aA 0,13eC
T27 0,02bD 0,17¢cC 0,49aA 0,29aB 0,31dB
T28 0,07aB 0,34bA 0,48aA 0,36aA 0,32dA

Médias seguidas por letras distintas minisculas na coluna e maidsculas na linha diferem entre

si pelo teste de Scott-Knott a 0,05 de significancia.

A anadlise dos tratamentos por dia apds a semeadura, aos 3 DAS

poucos tratamentos obtiveram aumento da atividade enzimatica, destacando

T18 - Avicta 500 FS, T22 - ABU1419 A (1,5 mL.Kg' semente), T25- ABU 1814

(18,0 mL.Kg' semente) e T28 - Standak Top/Cis-jasmone. Aos 4 DAS

destacaram-se T15 -Testemunha ndo inoculada. Aos 5 DAS os melhores



resultados foram T16 - Standak Top, T17- BAS 451 AB |, T19 - Cis-jasmone,
T21- Integral (0,1 mL.Kg' semente), T22 - ABU1419 A (1,5 mL.Kg' semente),
T23 - ABU1419 A (15,0 mL.Kg' semente), T25- ABU 1814 (18,0 mL.Kg"
semente), T27 -Standak Top/Integral e T28 - Standak Top/Cis-jasmone. Aos 6
DAS né&o houve diferenga significativa entre produtos. Aos 7 DAS destacou-se

T23 - ABU1419 A (15,0 mL kg' semente).

Analisando os produtos, na maioria dos tratamentos foi observado
um pico em um dos dias com posterior queda da atividade enzimatica, com
excecao de T17- BAS 451 AB I, T18 - Avicta 500 FS, T19 - Cis-jasmone, T20 —
Integral (1,0 mL.Kg' semente) e T28 - Standak Top/Cis{jasmone que apos

aumento da atividade enzimatica se manteve constante.
DISCUSSAO

Observando as andlises da atividade enzimatica da quitinase em
plantas de soja com nematoide (Tabela 04) a testemunha inoculada (T1)
esteve entre os melhores resultados todos os dias exceto aos 7 DAS, ou seja
uma maior atividade enzimatica com relacdo a outros tratamentos. Dessa

forma provavelmente trata-se de uma cultivar resistente.

A baixa atividade enzimatica da testemunha n&o inoculada (T15)
(TABELA 05) justifica a hipdtese de que o ataque do nematoide leva ao
aumento da atividade enzimatica da enzima, com indugdo de resisténcia
sistémica adquirida, visto que esse comportamento dos tratamentos em relagcédo

a testemunha inoculada néo foi observado na Tabela 04.

A inducdo de resisténcia pode ser desencadeada através de

inoculagdo de micro-organismos n&o patogénicos, por via de inoculagbes de



patdgenos restritos, por plantas com genes de resisténcia escassos e através

de compostos quimicos (Kessman et al., 1994).

A sintese e acumulo de (-1, 3-glucanases e quitinases apresentou
aumento apos plantulas de soja serem contaminadas com Phytophthora

megasperma f. sp. glycinea (Yi & Hwang, 1996).

Com relagéo ao fator de reproducéo (Tabela 03) os tratamentos
obtiveram o mesmo resultado que a testemunha evidenciando que a cultivar
era resistente. Além disso, os resultados positivos da testemunha inoculada na

atividade enzimatica da quitinase (Tabela 04) também justifica essa hipétese.

Dentre os produtos utilizados, o fungicida/inseticida Standak® Top é
classificado como indutor de resisténcia, porém neste trabalho ndo demonstrou
esse comportamento. Provavelmente esse produto utiliza de outra rota

bioquimica diferente da quitinase para indugao de resisténcia a fitopatégenos.

Conclui-se que nenhum dos produtos reduziu o fator de reprodugéo
de M. incognita por tratar-se de uma cultivar resistente e também né&o
aumentaram a atividade de quitinase, sendo observado resisténcia sistémica

adquirida nas raizes de soja em decorréncia da infec¢do do patdgeno.
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