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RESUMO

A ferrugem asiatica da soja (FAS), causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi, é uma das
principais doencas que afetam a produtividade desta cultura. O objetivo deste estudo foi
investigar a eficiéncia fotossintética (analisada pelas alteracdes nas trocas gasosas foliares,
fluorescéncia da clorofila a (Chl a) e concentragdo de pigmentos fotossintéticos) em plantas de
soja tratadas ou néo tratadas com Acibenzolar-S-Metil (ASM) e com o fungicida Epoxiconazole
+ Piraclostrobina (Epo + Pir) e posteriormente inoculadas com P. pachyrhizi. Os resultados
demonstraram que plantas tratadas com ASM e, principalmente, Epo + Pir apresentaram menor
severidade da doenca quando comparado ao tratamento controle (pulverizacdo de agua). De
modo geral, os valores associados aos parametros de trocas gasosas: taxa de assimilacéo liquida
de carbono (A), condutancia estomatica ao vapor de agua (gs), concentracao interna de CO; (Cj)
e a taxa de transpiracdo (E) foram significativamente superiores em plantas infectadas tratadas
com ASM e Epo + Pir em comparagdo com as plantas do tratamento de controle. Similarmente,
os parametros de fluorescéncia da Chl a: dissipacao da fluorescéncia méaxima do fotossistema
11 (FSII) (Fv/Fm), fluorescéncia inicial (Fo) fluorescéncia maxima (Fm), fluorescéncia efetiva do
FSIHI (Y (1)) e quantum de dissipacdo da energia regulada (Y (NPQ)) foram significativamente
superiores em plantas tratadas com ASM e Epo + Pir. Por outro lado, os valores para o
parametros do quantum de dissipacdo da energia ndo regulada (Y (NO)) foram
significativamente menores para os tratamentos ASM e Epo + Pir. A concentragdes de Chl a +
b e carotenoides foram significativamente menores em plantas infectadas e tratadas com ASM
e Epo + Pir. Em conclusao, os resultados do presente estudo demonstraram que o tratamento de
plantas de soja com ASM e, principalmente, Epo + Pir reduziram os efeitos negativos causados
pela infeccdo por P. pachyrhizi, permitindo um melhor desempenho fotossintético dessas

plantas.

Palavras-chave: Phakopsora pachyrhizi, fungicidas.



ABSTRACT

Asian soybean rust, caused by Phakopsora pachyrhizi, is one of the most important foliar
diseases affecting soybean production worldwide. This study aimed to investigate the
photosynthetic performance (leaf gas exchange, chlorophyll (Chl) a fluorescence images and
photosynthetic pigment pools) of soybean plants sprayed with Acibenzolar-S-Methyl (ASM)
and with the fungicide Epoxiconazole + Pyraclostrobin (Epo + Pyr) and further inoculated with
P. pachyrhizi. The ASR symptoms progressed much faster on the leaves of plants from the
control treatment (water spray) in comparison to the ASM and Epo +Pyr treatments. In general,
the values for the leaf gas exchange parameters net carbon assimilation rate, stomatal
conductance to water vapor, internal CO2 concentration and transpiration rate increased for the
infected plants sprayed with ASM or Epo +Pyr in comparison to plants from the control
treatment. The values for the parameters initial fluorescence, maximal fluorescence, maximal
photosystem 1l quantum efficiency, effective photosystem Il quantum yield (Y(ll)) and
quantum yield of regulated energy dissipation (Y(NPQ)) were consistently higher for the ASM
and Epo +Pyr treatments in comparison to the control treatment at advanced stages of fungal
infection. By contrast, the values for the parameter quantum yield of non-regulated energy
dissipation (Y (NO) were significantly lower for the ASM and Epo + Pyr treatments. The curves
for Y (I1) decreased while the curves for Y (NPQ) and Y (NO) increased for plants from the
control, ASM and Epo + Pyr treatments as a function of the photosynthetic photon flux density.
The concentrations of total Chl a + b and carotenoids significantly increased for the infected
plants from the ASM and Epo + Pyr treatments in comparison to plants from the control
treatment. In conclusion, the results of the present study demonstrated that the spray of either
soybean plants with Epo + Pyr or ASM, but especially the former, contributed to reduce the
negative effects caused by P. pachyrhizi infection and allowed a good photosynthetic

performance of the infected plants.
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1 INTRODUCAO

A ferrugem asiatica, causada pelo fungo biotréfico Phakopsora pachyrhizi, é
responsavel por perdas significativas na produtividade da soja (Glycine max (L.) Merr.) nas
principais regides produtoras no Brasil (Sinclair & Hartman, 1999; Yorinori & Morel, 2002).
Os sintomas da FAS sdo pequenas pustulas de coloragdo castanha a marrom escura observadas
na face abaxial das folhas. As pustulas de FAS apresentam um formato angular, de 2 a5 mm
de didmetro (Sinclair & Hartman, 1999). Em niveis avancados de severidade, esta doenca pode
apresentar lesbes necréticas e desfolha precoce, comprometendo o rendimento e a qualidade
dos gréos (Yang et al., 1991; Reis et al., 2006). Adicionalmente, estes sintomas podem alterar
negativamente o processo fotossintético das folhas e consequentemente a produtividade de
grdos (Rodrigues et al., 2009). De fato, as plantas que apresentam intensa desfolha apresentam
um numero reduzido de vagens por plantas, menor quantidade de grdos por vagem e menor
peso dos grdos, principalmente quando a infeccéo por P. pachyrhizi ocorre nos estadios de pré-
florescimento ou de enchimento de grdos (Ogle et al., 1979; Bromfield, 1991). A
indisponibilidade de cultivares comerciais com niveis aceitaveis de resisténcia a FAS e a alta
variabilidade genética da populacgdo de P. pachyrhizi sdo as principais causas da ineficiéncia de
controle desta doenca (Reis et al., 2006; Yamanaka et al., 2010). O uso de fungicidas sisttmicos
tem sido recomendado em regiGes onde ocorrem frequentes epidemias de FAS (Reis et al.,
2006). No entanto, o uso de indutores de resisténcia, como o Acibenzolar-S-Metil (ASM), um
analogo do &cido salicilico, poderia ser uma alternativa para 0 manejo da FAS (Dallagnol et al.,
2006; Duarte et al., 2009; Rodrigues et al., 2009; Cruz et al., 2013, 2014).

A fotossintese é o principal processo fisioldgico negativamente afetado por patdégenos
(Bastiaans, 1991; Bassanezi et al., 2002; Dallagnol et al., 2011). Assim, uma adequada
determinacdo da fotossintese em plantas infectadas por patdgenos pode ser importante para
esclarecimentos sobre 0s mecanismos associados durante a interacdo hospedeiro e o patégeno.
Adicionalmente, poderia ajudar a estimar as perdas de produtividade das plantas infectadas e
auxiliar no desenvolvimento de novas estratégias de controle de doenga (Bastiaans et al., 1991;
Bastiaans et al., 1993; Rolfe & Scholes et al., 2010; Resende et al., 2012). Métodos nao-
invasivos como fluorescéncia de imagem da Chl a, particularmente quando combinadas as
trocas gasosas, fornecem uma anélise espaco-temporal detalhada das alteragdes no processo
fotossintético de plantas devido a infec¢do por patdgenos (Baker et al., 2001; Rolfe & Scholes,
2010; Igbal et al., 2012; Rousseau et al., 2013). Alteracdes nas trocas gasosas € no processo de

dissipacéo da fluorescéncia da Chl a tem sido demonstrados para diferentes patossistemas (Petit
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et al., 2006; Baker et al., 2008; Petit et al., 2012; Resende et al., 2012; Zhao et al., 2012).
Geralmente, as folhas infectadas exibem uma reducdo inicial no rendimento quantico FSII
efetivo (Y(I)), um aumento no rendimento quantico de dissipacédo de energia regulada Y(NO)
e um declinio no rendimento quéantico maximo do FSII (F./Fm) (Scholes & Rolfe, 2009).
Adicionalmente, a pulverizagdo foliar de epoxiconazole sobre as plantas podem provocar
alteracbes na biossintese de ergosterol e perdas da integridade a nivel de tilacOides
proporcionando um atraso no crescimento destas plantas (Benton et al., 1997). Por outro lado,
as plantas pulverizadas com estrobirulinas apresentaram uma maior proporcao de tecidos verdes
fotossintéticamente ativos, altas concentragdes foliares de nitrogénio, de pigmentos e de
proteinas que contribuem para retardar o processo de senescéncia foliar e reforcar a regulacéo
hormonal durante a producéo de energia mitocondrial (Grossmann et al., 1999; Wu et al., 2001,
Bertelsen et al., 2001; Bartlett et al., 2002; Ruske et al., 2003).

O presente estudo objetivou determinar a eficiéncia fotossintética (através da analise da
fluorescéncia Chl a, trocas gasosas e concentracao de pigmentos fotossintéticos) em plantas de
soja inoculadas com P. pachyrhizi tratadas ou ndo com ASM ou Epo + Pir. Portanto, 0s
principais objetivos deste estudo foram: 1) determinar os efeitos da aplicacéo de fungicida 13,3
% de epoxiconazole + 5% de piraclostrobina e Acibenzolar-S-metil sobre a intensidade de FAS
2) utilizar a fluorescéncia da (Chl) a e andlise de trocas gasosas para determinar o efeito da
ferrugem da soja sobre o desempenho fotossintético destas plantas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Crescimento das plantas

As sementes de soja (cultivar Anta 82 RR) foram superficialmente esterilizadas em
NaOCI (10 %) durante 2 minutos e semeadas em vasos de plastico (20 cm de diametro)
(Ecovaso, Jaguaritina, Sao Paulo, Brasil), preenchidos com 2 kg de substrato constituido de
uma mistura 1: 1: 1 de casca de pinheiro, turfa e vermiculita expandida (Tropstrato®, Vida
Verde, Mogi Mirim, Sdo Paulo, Brasil). Adicionou-se a cada vaso de plastico um total de 1,63
gramas de fosfato de calcio monobasico. Foram semeados cinco sementes por vaso e cinco dias
apos a emergéncia das mudas, foi realizado um desbaste com permanéncia de trés plantulas por
vaso. Quinze dias apds a semeadura, as plantas receberam 30 ml de solugdo nutritiva contendo
2,5 mM de Ca (NO3)2.4 H20; 1 mM de NHsNO3; 1 mM de KNO3z; 1 mM de KH2PO4; 1 mM
de KCI; 1 mM de MgSOas. 7H20; 0,2 H3BOs3; 0,2 uM, CuS04.5H20; 0,2 uM, MnClz. 4H20; 0,2
uM de NazM004.4H20; 0,2 uM de Naz EDTA.H20; 0,5 mM de FeSO4.7 H20. Um total de 30
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ml de solugdo nutritiva foi aplicada em cada vaso semanalmente. A solucdo nutritiva foi
preparada utilizando &gua deionizada. As plantas foram mantidas na estufa durante os

experimentos e foram irrigadas conforme necessario.

2.2 Tratamentos, preparacdo do in6culo e inoculacéo das plantas

Os tratamentos utilizados foram: &gua destilada (tratamento controle), Acibenzolar-S-
Metil (ASM) (300 mg L, Syngenta, S&o Paulo, Brasil) e aplicagdo do fungicida 13,3%
Epoxiconazole + 5% Piraclostrobina (0,5 L ha, Opera, Basf SA, Sdo Paulo, Brasil). Estes
produtos foram aplicados 48 horas antes da inoculacdo da planta utilizando um atomizador
manual (aerégrafo - Paasche, Chicago, IL). Posteriormente, as plantas foram inoculadas no
estadio de crescimento V6 (Caviness & Fehr, 1977) com uma suspensdo de ureddsporos,
proveniente de um isolado de P. pachyrhizi (UFV-DFP Pp018), na concentragio de 1 x 10° de
uredésporos mL*. Os ureddsporos de P. pachyrhizi foram previamente multiplicados em
plantas do cultivar BR/MG 46 (Conquista). Vinte e cinco mililitros de suspensdo foram
pulverizados sob a forma de uma névoa fina sobre as folhas de cada planta até o ponto de
escorrimento utilizando um atomizador manual. Na suspensdo de esporos foi adicionada
gelatina (1%) para auxiliar na adesdo de uredosporos a superficie das folhas. Imediatamente
apos a inoculacdo, as plantas foram transferidas para uma camara de crescimento com uma
temperatura de 25 + 2 ° C e umidade relativa de 90 + 5% por um periodo de 24 horas no escuro.
Apbs este periodo, as plantas foram transferidas para uma cdmara de nevoeiro onde
permaneceram durante a conducao do experimento. Esta cAmara foi construida com madeira (2
m de largura, 1,5 m de altura e 5 m de comprimento) e coberta com plastico transparente de
100 um de espessura. A temperatura interna variou de 24 £ 1 ° C (dia) a 18 + 2 ° C (noite). A
umidade relativa foi mantida a 90 + 5% utilizando um sistema cujos bicos (modelo NEB-100,
KGF, S&o Paulo, Brasil) pulverizavam um nevoeiro acima da copa da planta a cada 30 min. A
densidade maxima de fluxo de fétons natural na altura da copa da planta foi de
aproximadamente 950 umol m? s,
2.3 Avaliacao da doenca
A severidade da ferrugem foi avaliada aos 9, 13, 17 e 21 dias ap0ds a inoculagéo (dai) utilizando
a escala proposta por Godoy et al. (2006). A area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) para cada planta foi calculada usando a integracdo trapezoidal das curvas de
progresso da doenca de acordo com Shaner & Finney (1997). O nimero de lesdes (NL) por cm?
de folha trifoliada foi mensurado em trés locais escolhidos aleatoriamente na primeira folha

trifoliada totalmente expandida (do &pice para a base) de cada planta aos 21 dai.
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2.4 Determinacéo dos parametros de trocas gasosas

Os parametros de trocas gasosas foram determinados na primeira folha (do apice para a
base) de cada planta a 9, 13, 17 e 21 dai. A taxa de assimilacdo liquida de carbono (A), a
condutancia estomatica ao vapor de agua (gs), a concentracao interna de CO- (Ci) e a taxa de
transpiracdo (E) foram medidas de 09:00 as 13:00 h sob irradiancia artificial e saturante de
fotons (1000 pmol m2s™) e uma concentracdo externa de CO2 de 400 umol mol™? utilizando
um analisador de gas infravermelho portatil de sistema aberto (LI1-6400, LI-COR Inc., Lincoln,
NE, EUA).

2.5 Anadlise da fluorescéncia da Chl a

As imagens e parametros da fluorescéncia de Chl a foram obtidos a partir da primeira
folha trifoliolada (do apice a base) de cada planta utilizando a versdo MAXI do fluorémetro
Imaging-PAM e o software Imaging Win (Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Alemanha). A
passagem de emissdo de fluorescéncia Chl a foram capturados por uma cadmara DAC
(dispositivo de acoplamento de carga) com uma resolucdo de 640 x 480 pixels numa area de
amostra visivel de 24 x 32 mm em cada folha. As folhas foram inicialmente adaptadas a
escuriddo durante 60 min, ap6s isso foram cuidadosamente e individualmente fixadas num
suporte a uma distancia de 18,5 cm da camara DAC. As folhas foram entdo expostas a um feixe
de medicao fraco, modulado (0,5 umol m2s? 100 us, 1 Hz) para determinar a fluorescéncia
inicial (Fo) quando todos os centros de reagdo FSII devem ser "abertos". Em seguida, aplicou-
se um pulso de saturacio de luz branca de 2,400 pumol m2s™ (10 Hz) durante 0,8s para assegurar
a maxima emissdo de fluorescéncia (Fm) quando espera-se que todos os centros de reagdo FSII
estejam "fechados". A partir destas medidas iniciais, a eficiéncia fotoquimica maxima de FSII
das folhas adaptadas ao escuro foi estimada através da razdo de fluorescéncia Chl a variavel a
maxima, Fv / Fm = [(Fm-Fo) / Fm)]. Os tecidos foliares foram subsequentemente expostos a
irradiagdo de fétons actinicos (110 umol m™ s™) durante 120 s para obter o rendimento de
fluorescéncia em estado estacionario (Fs), apds o que um pulso de luz branca saturante (2.400
umol m2 s, 0,8 s) para se conseguir a fluorescéncia maxima adaptada a luz (Fm'"). Seguindo os
calculos propostos por Kramer et al. (2004), determinou-se a energia absorvida pelo PSII para
os dois seguintes componentes de rendimento para processos dissipativos: o rendimento de
fotoquimica [(YIl = (Fm'- F)/ Fm")], o rendimento para dissipacao por baixa regulacéo [Y(NPQ)

= (Fs/ Fm") - (Fs/ Fm)] e o rendimento para outras perdas nao-fotoquimicas (ndo reguladas)
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[Y(NO) = Fs/ Fm]. Estes parametros foram calculados utilizando o software Imaging Win
(Kramer et al., 2004).

2.6 Determinacao da concentracéo de pigmentos fotossintéticos

As concentracOes de clorofila (Chl) a, (Chl) b e carotenoides foram determinadas
utilizando dimetilsulféxido (DMSO) como solvente (Santos et al., 2008). Cinco discos foliares
(1 cm de diametro) foram obtidos a partir da primeira folha trifoliolada (do apice a base) de
cada planta. Os discos recolhidos foram imersos em tubos de vidro contendo 5 ml de solugéo
saturada de DMSO e carbonato de calcio (CaCO3) (5 g / L) (Wellburn, 1994) e mantidos no
escuro a temperatura ambiente durante 24 h. As absorbancias dos extratos foram lidas a 480,

649,1 e 665,1 nm utilizando uma solucéo saturada de DMSO e CaCOs como um branco.

2.7 Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi realizado em esquema fatorial, sendo constituido pelos fatores:
tratamentos (dgua destilada, ASM e Epo + Pir) e inoculacdo (plantas ndo inoculadas ou
inoculadas). O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com seis
repeticdes. O experimento foi repetido uma vez. Cada unidade experimental correspondem a
um vaso de pléstico contendo trés plantas. Os dados de todas as varidveis foram submetidos a
analise de variancia e as medias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey (P <
0,05) usando o software SAS (SAS Instituto Inc., Cary, NC).

3 RESULTADOS
3.1 Severidade da ferrugem asiatica da soja, AACPD e NL

A severidade da ferrugem progrediu mais rapidamente nas folhas das plantas do
tratamento controle em comparagdo com os demais tratamentos (Fig. 1A). A AACPD foi
significativamente reduzida em 32,5 e 88,7% para os tratamentos ASM e fungicida,
respectivamente, em compara¢do com o tratamento de controle (Figura 1B). Similarmente,
houve reducdes significativas de 57,9 e 84,9% para o NL para os tratamentos ASM e fungicida,

respectivamente, em comparagdo com o tratamento controle (Figura 1C).

3.2 Parametros de trocas de gasosas

Os valores de A foram significativamente maiores em 41,6, 57,3 e 19,6% em plantas
tratadas com ASM e de 48,8, 70,7 e 44,8% em plantas tratadas com fungicida aos 13, 17 e 21
dai, respectivamente, quando comparado ao tratamento controle (Fig. 2A). Similarmente para

gs, foi observado um aumento de 41,1, 54,4 e 27,8% para o tratamento ASM aos 9, 17 e 21 dai
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ede 35,4, 30,4, 69,5 e 33,8% para o tratamento fungicida aos 9, 13, 17 e 21 dai, respectivamente
(Fig. 2B). Para as plantas ndo inoculadas, A foi significativamente menor em 8,9% quando
tratada com fungicida, enquanto que, para os valores de gs houve reducao significativa de 13,4
e 18,4% para os tratamentos ASM e fungicida, respectivamente, em comparagdo com o0
tratamento controle (Figuras 2A e B). Para Ci, houve aumento significativo de 13,3 e 9,3% aos
9 dai,de 5,4 e 7,4% aos 17 dai e de 8,6 e 10,7% aos 21 dai em plantas do tratamento de controle
guando comparado aos tratamentos ASM e fungicida, respectivamente (Figura 2C). Os valores
de E foram significativamente maiores em 6,1, 54,7 e 30,5% em plantas tratadas com ASM e
em 20,3, 73,4 e 26,7% em plantas tratadas como fungicida, respectivamente, aos 13,17 e 21 dai
em comparagéo ao tratamento de controle (Fig. 2D).

3.3 Analise da fluorescéncia da Chl a

Além da avaliagdo quantitativa de pardmetros de fluorescéncia de Chl a, uma anélise
visual da eficiéncia fotossintética utilizando imagens de fluorescéncia Chl a foram realizadas
em folhas de plantas inoculadas ou ndo inoculadas com P. pachyrhizi e pulverizadas com agua
(tratamento controle), ASM e Epo + Pir (Figuras 3 e 4). Notavelmente, a magnitude das
alteracdes em Fo, Fm, Fv / Fm (Fig. 5) assim como em Y (I1), Y (NO) e Y (NPQ) (Fig. 6) para
o0 tratamento controle foram mais evidentes em contraste ao observado nos demais tratamentos.
As primeiras alteracdes foram evidentes em folhas das plantas do tratamento controle logo aos
9 dai (Figuras 5 e 6) e aumentaram progressivamente a medida que as lesdes da FAS evoluiram
(Figuras 5 e 6). Por outro lado, as folhas de plantas tratadas com fungicida, por apresentarem
menores niveis de FAS, demonstraram menores alteracfes fotoguimicas, indicando um menor
dano ao sistema fotossintético. Os valores dos parametros Fo, Fm, Fv/Fm, Y (1) e Y(NPQ) foram
consistentemente maiores para os tratamentos ASM e, principalmente, para o fungicida Epo +
Pir em comparacdo com o tratamento de controle durante o periodo de avaliacdo (Figuras 3 e
4). Assim, os valores de F, foram significativamente maiores em 21,7, 55,6 e 55,4% para o
tratamento com ASM e em 24,0, 56,5 e 66,4% para o0 tratamento com fungicida,
respectivamente, aos 13, 17 e 21 dai quando comparado ao tratamento controle (Figura 3A).
Similarmente, os valores de Fm foram significativamente maiores em 11,8, 19,9, 70,03 e 56,5%
em plantas tratadas com ASM e em 6,3, 26,7, 75,5 e 77,1% em plantas tratadas com o fungicida
aos 9, 13, 17 e 21 dai, respectivamente (Fig. 3B). Os valores de F./Fn foram significativamente
maiores em 14% aos 17 dai para o tratamento ASM e 18,9 e 15,7% para o tratamento com
fungicida aos 17 e 21 dai, respectivamente, em compara¢do com o tratamento controle (Figura

3C). Comparado ao tratamento controle, foram observados aumentos significativos de 13,4,
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18,0 e 31,9% nos valores Y (I1) aos 13,17 e 21 dai para o tratamento ASM e de 20,4, 14,0, 39,9
e 36,6% para o tratamento fungicida durante todo periodo de avaliagéo (Fig. 4A). Similarmente,
os valores de Y (NPQ) aumentaram significativamente em 32,1 e 24,1% em plantas tratadas
com ASM aos 17 e 21 dai, respectivamente. Para plantas tratadas com fungicida, os valores de
Y(NPQ) foram significativamente superiores em 13,6, 27,0 e 29,4% aos 13, 17 e 21 dali,
respectivamente, quando comparado aos valores do tratamento controle (Figura 4B). Por outro
lado, os valores de Y(NO) foram significativamente menores em 15,9% nas plantas nédo
inoculadas para o tratamento com fungicida em comparacdo com o tratamento controle (Fig.
4C). Para Y/(NO), houve reducdes significativas de 34,9 e 29,3% em plantas tratadas com
ASM, respectivamente, aos 17 e 21 dai em relagdo ao tratamento controle. Da mesma forma,
houveram reducdes significativas de 26,9, 16,7 e 37,2% em plantas tratadas com fungicida,

respectivamente, aos 13, 17 e 21 dai.

3.4 Concentracao de pigmentos

A concentracdo de Chl a + b aumentou significativamente em 32,3 e 55,9% nas plantas tratadas
com ASM e em 43.2 e 66,2% nas plantas tratadas com fungicida aos 17 e 21 dali,
respectivamente, em comparacdo com o tratamento controle (Figura 7A). A concentracdo de
carotenoides aumentou significativamente em 23,1 e 30,9% em plantas tratadas como ASM e
em 43,1 e 49,1% em plantas tratadas com o fungicida aos 17 e 21 dai, respectivamente, em

comparagao com o tratamento controle (Figura 7B).
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4 DISCUSSAO E CONCLUSAO

Este estudo apresentou uma evidéncia direta do efeito negativo causado pela infec¢do
de P. pachyrhizi ao aparato fotossintético de folhas de soja foi reduzido pelo tratamento foliar
com Epo + Pir, e em menor proporcao por ASM. De fato, esses tratamentos permitiram que o
processo fotossintético permanecesse positivamente regulado a nivel fotoquimico (Fv/Fm, Fo,
Fm, Y(NO) e Y(NPQ)) associado a uma menor danos ao pigmentos e a uma maior capacidade
de troca de gasosas (A, gs, E e Ci). Estes resultados séo baseados na hipotese que ASM e Epo +
Pir aumentou a resisténcia da soja a FAS e, consequentemente, reduziram a severidade da
doenca e o numero de pustulas por folha (Miles et al., 2007; Duarte et al., 2009; Cruz et al.,
2013; 2014). Sabe-se que os fungicidas inibidores de quinina oxidase (Qol “estrobirulinas’)
afetam tanto a germinacdo dos esporos como a penetracao pelo fungo nos tecidos do hospedeiro
(Bartlett et al., 2002), ambas fases do processo infeccioso sdo importantes para que a infeccao
fangicas seja bem sucedida. Os fungicidas inibidores da desmetilacdo (DMI, “triazdis™)
também afetam a colonizagdo pelos fungos dentro dos tecidos das plantas (Kuck et al., 2012).
De acordo com Cruz et al. (2013), o efeito, da aplicacdo prévia do ASM em reduzir os sintomas
da FAS foi relacionado ao aumento das atividades de quitinases e fenilalanina amonia-liases.

De acordo com os resultados do presente estudo, plantas ndo inoculadas pulverizadas
com Epo + Pir apresentarem menor abertura stomatal e, consequentemente, uma redugéo na
taxa de assimilacdo de carbono. As estrobirulinas e os triaz6is quando aplicados isoladamente
ou combinados podem causar danos ao mecanismo fotossintético como ja demonstrado
previamente em videiras (Petit et al. 2012). Para alguns cereais, a reducdo na fotossintese em
plantas pulverizadas por estrobirulinas pode ser associado a causas estomatais, portanto, o
influxo de CO> para os espacos intercelulares e a capacidade de carboxila¢do nos cloroplastos
sdo comprometidos (Nason et al. 2007; Debona et al. 2016). O processo fotossintético das
plantas respondem de modos distintos quando pulverizados com triazois, podendo ser
comprometido ou ndo. Por exemplo, a aplicagédo de epoxiconazole em plantas alteraram a
capacidade de transporte de elétrons nos tilacoides, limitando assim a fase fotoquimica (Benton
& Cobb 1997; Petit et al. 2012). Apesar de triazdis e estrobirulinas poderem estar associados a
limitagcdes fotossintéticas nas plantas, seus efeitos sdo despreziveis se comparados aos danos
causados por patdgenos. Plantas de arroz infectadas por Bipolaris oryzae apresentaram uma
menor capacidade de fixacdo do carbono devido a incapacidade de condutancia estomatal que
limitou o influxo de CO: para as células do mesofilo foliar, sendo este efeito significativamente

atenuado devido a aplicagéo de azoxystrobina (Debona et al. 2016). Contudo, neste estudo a
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FAS reduziu drasticamente a fotossintese em plantas do tratamento controle, sendo em menor
proporcdo em plantas tratadas com ASM e, principalmente com Epo + Pir.

Houve reducbes progressivas em A e ¢gs a medida que os sintomas de FAS se
desenvolveram, sendo que a magnitude da reducéo foi menor em plantas pulverizadas com
ASM e, principalmente, quando tratadas com Epo + Pir. De acordo com Alves et al. (2011), a
reducdo de A nas folhas de Eucalyptus urophylla em resposta a infec¢éo por Puccinia psidii foi
relacionada a danos na area foliar verde. No entanto, apesar da menor abertura estomatica
reduzida, era esperado uma reducdo na concentracdo de CO2 no mesdfilo foliar, entretanto
houve um aumento significativo nos valores de Cj nas folhas infectadas. Estes resultados
demonstrando reducdes em A e gs e aumentos em C; foram também relatados para as interacGes
Eucalyptus urophylla - Puccinia psidii (Alves et al., 2011), feijdo-Uromyces appendiculatus
(Bassanezi et al., 2002) e cevada - Rhynchosporium secalis (Martin et al., 1986). De acordo
com esses autores, a reducdo em A provavelmente ndo foi associada com o menor influxo de
CO:2 no interior das folhas, mas a alguma limitacdo bioquimica na fixacdo de CO- a nivel do
cloroplasto. Estas as alteracdes a nivel bioquimico podem estar interligadas a menor atividade
da ribulose bifosfato carboxilase e as mudancas na capacidade de regeneracdo do ribulose
bisfosfato (Hiscox & Israelstam, 1979). As redugdes em E para as plantas de soja infectadas a
partir do tratamento controle podem estar ligadas a reducfes em gs e, portanto, podem estar
associadas ao fechamento estomético. Resende et al. (2012) relataram que E diminuiu
drasticamente em folhas de sorgo infectadas por Colletotrichum sublineolum como mecanismo
para manter os estdbmatos fechados e manter a concentracdo de dgua no interior das folhas
infectadas. Também foram relatadas redugdes concomitantes em E e gs para outras interagdes
hospedeiro-patdgeno (McGrath & Pennypacker, 1990; Duniway & Durbin, 1971; Bassanezi et
al., 2002; Alves et al., 2011).

Plantas tratadas com ASM e, principalmente, com Epo + Pir e infectadas com P.
pachyrhizi, apresentaram maiores valores de Fo e Fm quando comparado as plantas infectadas
a partir do tratamento controle, estas Ultimas apresentaram alteragcbes funcionais nos
fotossistemas seguidas por redugdes drasticas na concentragdo de pigmentos fotossintéticos que
finalmente afetaram a eficiéncia da captacdo e excitacdo da energia luminosa. A eficiéncia
méaxima na qual a luz € absorvida pelo FSII para reduzir o Qa é representada pelo parametro
Fv/Fm, que € um indicador sensivel do desempenho fotossintético das plantas sendo que 0s
valores devem estar proximos de 0,8 para a maioria das espécies de plantas (Krause & Weis,

1991). Os valores de F./Fn para folhas de plantas infectadas a partir do tratamento controle
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foram significativamente menores que 0,8 indicando, portanto, danos nos centros de reagéo
associados aos fotossistemas fotossintéticos. No caso das plantas infectadas pulverizadas com
Epo + Pir, os valores de F./Fm permaneceram mais proximos dos valores obtidos para as plantas
ndo infectadas, sugerindo que a acdo de Epo + Pir na infec¢do fungica diminuiu o seu efeito
danoso sobre o aparelho fotossintético. Similarmente, a severidade da ferrugem em folha de
cafeeiro foi reduzida quando pulverizados com Epo + Pir, e esta reducdo foi acompanhada por
uma melhor capacidade fotossintética por causa de um menor dano fotoquimico como
demonstrado por maiores valores de Fo, Fm € FW/Fm (Honorato et al., 2015). Para as plantas
infectadas pulverizadas com ASM, os valores Fo, Fm e Fu/Fm foram maiores quando comparado
ao controle infectado, mas em menor proporcéo ao tratamento com fungicida. Os valores de
Y (1) foram maiores para as plantas pulverizadas com ASM e principalmente, com Epo + Pir
demonstrando que a dissipacdo de energia foi canalizada para o processo fotoquimico, sem
apresentar alteracOes diante da infec¢do por P. pachyrhizi. O aumento do dano fotooxidativo
nos tecidos foliares é frequentemente seguido por aumentos progressivos nos valores de Y
(NO), sugerindo, portanto, que 0s mecanismos reguladores de protecdo se tornam
fisiologicamente ineficientes (Klughammer & Schreiber, 2008). Os valores de Y (NO) para as
plantas pulverizadas com ASM ou Epo + Pir foram inferiores em comparagdo com as plantas
do tratamento controle. Por outro lado, os valores para o parametro Y (NPQ) em plantas tratadas
com ASM ou Epo + Pir permaneceram mais elevados durante a infec¢do pelo patégeno quando
comparado ao com plantas do tratamento controle. Isto sugere que a ocorréncia de dissipacao
do excesso de energia de excitacdo na forma de calor seria um mecanismo fisiologico de
fotoprotegéo nos fotossistemas (Krause & Weis, 1991). A maior intensidade de FAS encontrada
em plantas de soja do tratamento controle, comparado com as plantas dos demais tratamentos,
proporcionaram uma perda de eficiéncia do uso de energia luminosa importantes para as
reacOes de fixacao de carbono. Considerando as reducBes concomitantes nos valores de Fv/Fm,
Y (1) e Y (NPQ) nas folhas de plantas inoculadas do tratamento controle é provavel que a
capacidade de fotoprotecdo também tenha sido perdida, o que resultou em um aumento do dano
foto-oxidativo nos tecidos foliares, sendo também pode indicado pelo aumentos progressivos
nos valores de Y (NO) como relatados por Klughammer & Schreiber (2008). Portanto, tanto a
energia de excitacdo direcionada a conversdo fotoquimica quanto os mecanismos reguladores
de protecédo tornam-se ineficazes (Klughammer & Schreiber, 2008).

Uma concentracdo adequada de pigmentos fotossintéticos nas células vegetais e a

integridade da membrana plasmatica sdo de importancia para a preservagdo da fotossintese
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(Matsuda et al., 2004). As concentracGes de Chl a + b e carotenoides foram maiores para as
plantas pulverizadas especialmente com Epo + Pir, demonstrando o potencial dos fungicidas
como as estrobirulinas e os triazois em aumentar as concentracées de pigmentos fotossintéticos
em plantas (Pinhero et al., 1994; Bartlett et al., 2002). Foi relatado que a sintese de clorofilas,
um fendmeno conhecido como efeito verde, que esté associado a senescéncia tardia da folha e
a maximizacédo da produtividade, foi maior devido a pulverizacdo de estrobirulinas (Bartlett et
al., 2002). Além disso, uma maior concentracdo de Chl a + b levaria a um aumento na eficiéncia
das folhas para capturar a energia necessaria para que as reacdes fotoquimicas durante a
fotossintese (Buchenauer & Rohner, 1981). Reducfes nas concentracfes de pigmentos
fotossintéticos em folhas de plantas de soja infectadas com P. pachyrhizi, bem como para outras
interacdes hospedeiro-patdgeno, como Stenocarpella macrospora em milho, Phakopsora
pachyrhizi em soja, Hemileia vastatrix em café, Pyricularia oryzae em trigo e arroz tem sido
demonstrada (Kumudini et al., 2008; Rios et al., 2013; Honorato et al., 2014; Tatagiba et al.,
2014; Bermudez-Cardona et al., 2014).

Em concluséo, os resultados do presente estudo demonstraram que a pulverizacdo de
plantas de soja com ASM e, principalmente, com Epo + Pir reduziram os efeitos negativos
causados pela infeccdo por P. pachyrhizi e permitiu um bom desempenho fotossintético das
plantas infectadas.
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Figura 1

FIG. 1. Severidade da ferrugem da soja (A), area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) (B) e nimero de lesdes por cm? de area foliar (C) para plantas de soja ndo inoculadas
(NI) e inoculadas (I) com Phakopsora pachyrhizi (controle) e tratadas com agua (controle),
Acibenzolar-S-Metil (ASM) e fungicida Epoxiconazole (Epo) + Piraclostrobina (Pir). Para o
AACPD e NL, os dos tratamentos seguidos com letras diferentes sdo significativamente

diferentes entre si (P < 0,05) de acordo com o teste de Tukey. As barras representam o desvio
padrdo da média. n = 6.
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Figura 2

FIG. 2. Taxa de assimilacdo liquida de carbono (A) (A), condutancia estomatica ao vapor de
agua (gs) (B), concentragdo interna de CO2 (Ci) (C) e taxa de transpiracéo (E) (D)
determinada em folhas trifolioladas de plantas de soja ndo inoculado (NI) ou Inoculadas com
Phakopsora pachyrhizi (controle), inoculado com P. pachyrhizi e pulverizado com
Acibenzolar-S-Metil (ASM) e inoculado com P. pachyrhizi e pulverizado com Epoxiconazole
(Epo) + Piraclostrobina (Pir). As médias dos tratamentos aos 9, 13. 17 e 21 dai seguidos por
letras diferentes sdo significativamente diferentes (P < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.
As barras representam médias dos tratamentos e as linhas verticais indicam os desvio padréo

da média. n = 6.
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Figura 3

FIG. 3. Fluorescéncia inicial (Fo) (A), fluorescéncia maxima (Fm) (B) e eficiéncia quantitativa
maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) (C) determinada em folhas de plantas de soja ndo inoculadas
ou inoculadas com Phakopsora pachyrhizi (controle), inoculadas com P. pachyrhizi e tratadas
com Acibenzolar-S-Metil (ASM) e inoculado com P. pachyrhizi e pulverizado com
Epoxiconazole (Epo) + Piraclostrobina (Pir). As médias de tratamento em cada periodo de
avaliacdo seguidas com letras diferentes sdo significativamente diferentes (P < 0,05) de acordo
com o teste de Tukey. As barras representam médias e as linhas verticais indicam os desvio

padrdo da média. n = 6.
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Figura 4

FIG. 4. Rendimento quantitativo do fotossistema Il (Y(II)) (A), rendimento quantico da
dissipacdo de energia regulada (Y(NPQ)) (B) e rendimento quantico de energizacdo dissipada
ndo regulada (Y(NO) (C). Folhas de plantas de soja ndo inoculadas (NI) ou inoculadas com
Phakopsora pachyrhizi (controle), inoculadas com P. pachyrhizi e pulverizadas com
Acibenzolar-S-Metil (ASM) e inoculadas com P. pachyrhizi e pulverizadas com Epoxiconazole
(Epo) + Piraclostrobina (Pir). As médias de tratamento em cada periodo de avaliacdo seguidas
com letras diferentes sdo significativamente diferentes (P < 0,05) de acordo com o teste de
Tukey. As barras representam medias e as linhas verticais indicam os desvio padréo da média.
n=~6.
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Figura 5

FIG. 5. Fluorescéncia inicial (Fo) (A), fluorescéncia méxima (Fm) (B) e eficiéncia quantitativa
maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) (C) da fluorescéncia de clorofila a em folhas de soja. Plantas
ndo inoculadas (NI) ou inoculadas (1) com Phakopsora pachyrhizi (controle), inoculadas com
P. pachyrhizi e pulverizadas com Acibenzolar-S-Metil (ASM) e inoculadas com P. pachyrhizi

e pulverizadas com Epoxiconazole (Epo) + Piraclostrobina (
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Dias apds a inoculacao

Figura 6

FIG. 6. Rendimento quantitativo efetivo do fotossistema Il (Y (1)) (A), rendimento quantico
de dissipacdo de energia regulada Y (NPQ) (B) e rendimento quantico de energiza¢cdo nao
regulada Y (NO) (C) determinada nas folhas de soja plantas ndo inoculadas (NI) ou inoculadas
(1) com Phakopsora pachyrhizi (controle), inoculadas com P. pachyrhizi e pulverizadas com
Acibenzolar-S-Metil (ASM) e inoculadas com P. pachyrhizi e pulverizadas com Epoxiconazole

(Epo) + Piraclostrobina (Pir).
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Figura7

FIG. 7. Clorofila total (Chl a + b) (A), e carotenoides (B) nas folhas de plantas de soja néo
inoculadas (NI) ou inoculadas com Phakopsora pachyrhizi (controle), inoculadas com P.
pachyrhizi e tratadas com Acibenzolar-S-Metil (ASM) e inoculado com P. pachyrhizi e tratado
com Epoxiconazole (Epo) + Piraclostrobina (Pir). As médias de tratamento em cada periodo de
avaliagdo seguidas com letras diferentes sao significativamente diferentes (P < 0,05) de acordo
com o teste de Tukey. As barras representam médias e as linhas verticais indicam os desvio

padrdo da média. n = 6. *MF- Matéria fresca
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