INSTITUTO AGRONOMICO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO
AGRICULTURA TROPICAL E SUBTROPICAL

APLICACAO FOLIAR SUPLEMENTAR COM
COBRE TEM EFEITO NA REDUCAO DA
SEVERIDADE DA FERRUGEM ASIATICA
(Phakopsora pachyrhizi) NA SOJA?

Gillyade Correia Menino

Orientador: Prof. Dr. Fernando C. B. Zambrosi
Coorientador: Prof. Dr. Francisco A. O. Tanaka

Dissertagdo apresentada como requisito
para a obtencao do titulo de Mestre em
Agricultura Tropical e Subtropical, Area
de Concentracdo em Tecnologia da
Producao Agricola.

Campinas, SP
2022



Ficha elaborada pela bibliotecaria do Nicleo de Documentag&o Cientifica
do Instituto Agronémico

M545a Menino, Gillyade Correia
Aplicacao foliar suplementar com cobre tem efeito na reducao da
severidade da ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi) na soja?
!/ Gillyade Correia Menino. Campinas, 2022. 28 fls

Orientador: Fernando C. B. Zambrosi
Coorientador:Francisco A. O. Tanaka

Dissertacdo (Mestrado) Agricultura Tropical e Subtropical —
Instituto Agronémico

1 Glycine max L: Lignin. 2. Oxido de cobre. 3. Sulfato de cobre,
4. Estresse biotico. 5. Sustentabilidade. |. Zambrosi, Fernanda C. B..
Il. Tanaka. Francisco A. O. lIl. Titulo

CDD 633.34




SECRETARIA DA AGRICULTURA E ,,

SE ABASTECIMENTO AGENCIA _\

= ’lﬁy ) PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS m
ﬂlﬂﬁﬁ@l ) AGRONEGOCIOS

N N
pedye) ] INSTITU~TO A(.}RONOMIC(.) ACRICUITURA
Po6s-Graduacao Agricultura Tropical e TROPICAL E SUBTROPICAL
Subtropical INSTITUTO
Fone: (19) 2137.0659/2137.0601 ARONOMIED

Avenida Barao de Itapura, 1.481
13020-902 - Campinas, SP

ATA DE DEFESA DE DISSERTACAO DE MESTRADO

Aos 11 dias do més de Abril de 2022, as 14 horas reuniu-se a Banca
examinadora homologada pelo Programa de P6s-Graduagdo em Agricultura Tropical e
Subtropical, composta pelos membros abaixo listados visando a defesa de dissertacdo
de mestrado de Gillyade Correia Menino, para obten¢do do titulo de "MESTRE",
conforme Processo SAA n° 029/2020. A sessdo presidida pelo Dr. Fernando César
Bachiega Zambrosi, orientador do aluno, foi realizada em sessdo publica aberta,
sincrona, por videoconferéncia e transmitida via internet no canal do PPG-IAC. A
sessdo publica foi gravada e permanece em arquivo pelo tempo estabelecido pelo
regimento do PPG-IAC para os devidos fins de comprovagdo. Iniciados os trabalhos, o
candidato submeteu-se ao exame de sua dissertacdo, intitulada “APLICACAO
FOLIAR SUPLEMENTAR COM COBRE TEM EFEITO NA REDUCAO DA
SEVERIDADE DA FERRUGEM ASIATICA (Phakopsora pachyrhizi) NA
SOJA?”. Terminado o exame, procedeu-se ao julgamento, cujo resultado foi o
seguinte:

Dr. Fernando César Bachiega Zambrosi (IAC) aprovado (x) reprovado ( )
Dr*. Beatriz Appezzato da Gloria (USP) aprovado (x) reprovado ( )
Dr*. Flavia Rodrigues Alves Patricio (IB) aprovado (x) reprovado ( )

Apurados os resultados, constatou-se que o(a) candidato(a) foi habilitado(a), fazendo jus,
portanto, ao titulo de “MESTRE EM AGRICULTURA TROPICAL E
SUBTROPICAL”, na area de concentracdo: Tecnologia da Produciao Agricola , do
que, para constar, lavrou-se a presente ata, assinada pelo Presidente da Comissdo
Examinadora representando os demais membros da sessdo remota.

%F\-V\mw}\f\; ( (e '\) ?Sﬂ W&'J’jk

Fernando César Bachiega Zambrosi




AGRADECIMENTOS

Agradego a Deus por toda minha vida, minha familia e todo o direcionamento
que Ele me deu. Aos meus pais, Valmir e Luciana, por todo o apoio, suporte e todo o
ensinamento guiaram até aqui ¢ minha irma, Anna Giulia, que sempre esteve ao meu
lado. Agradego a todos os amigos, familia, que sempre estiveram torcendo por mim e
me incentivaram nessa nova etapa da minha vida.

Aos meus orientadores, Prof. Fernando e Prof. Francisco, sou o profissional de
hoje devido aos seus ensinamentos e suporte. Esse projeto ndo seria realizado se ndo
fosse por o seu apoio, orientacdo e dedicagdo. Desde quando que eu era um graduando
tive o privilégio de conhecé-los e, ser muito mais que um aluno, fui um amigo.

Ao Prof. Sérgio Paschollati, por toda a ajuda e orientagdo sobre a ferrugem da
soja. Os seus orientados: Samuel, Sabrina e Dablieny foram de extrema importancia no
meu aprendizado de como trabalhar com esse fungo.

Ao Prof. José¢ Belasque por ter cedido uma casa-de-vegetacdo para a execugao
do projeto e a equipe do Laboratério de Identificagdo e Anatomia da Madeira
(ESALQ/USP) onde pude fazer minhas analises de microscopia.

Agradego ao IAC por essa oportunidade do mestrado onde pude aprender muito
e me tornar um profissional diferenciado com objetivos mais claros em como contribuir
com o0 nosso pais de maneira efetiva e mais sustentdvel; a bolsa CAPES que tornou
possivel os meus estudos, especialmente em tempos de pandemia do COVID e, por fim,
a ESALQ, que sempre foi minha segunda casa e foi onde maior parte do projeto foi
conduzido.

Esse projeto sO6 possivel gracas a todos vocés, que deram todo o apoio € o
suporte para que, mesmo em tempos inusitados, me ajudou a manter o foco e finaliza-lo.
Muito obrigado!



SUMARIO

1. Introducao € JUSHTICAtIVA. ... uti ettt 1
L 5 01T (TSRS 4
1.2 ODBJ@EIVOS. ..utieniieeiieeiee et eette ettt ettt e et et e et e st eesbeesateesbeeesbeenseessbeenseensneenseennseenne 4
2. Material € MELOAOS. ... ..eeiuiiiiiiiiiiiiee e 4
2.1 Local de condugdo, obtencao das plantulas e manejo nutricional..............ccceevenenn. 4
2.2 Definicao da concentragao limite de Cu na calda de pulverizagdo sem causar danos
ViSUais 20 teCIAO TOIIAT.......eoiiiiiiiiieiie s 5
2.3 Avaliagao da germinagao dos uredinidsporos in vitro sob efeito direto dos
tratameENtos @ CU.....couiiiiiiiiiiieienieee ettt et sttt et et 6
2.4 Papel da aplicagao foliar suplementar de Cu na tolerancia da soja a FAS................ 7
2.4.1 Material vegetal e praticas de condug@o das plantas............ceceeveeverieneineneenene 7
2.4.2 Aplicacao fOlIar de CU......cccviieiiiieeieeeie e e e e e 7
2.4.3 Procedimentos para a inoculagdo de plantas de soja com a FAS.................c..c...... 7
2.4.4 Severidade da FAS em plantas de soja que receberam aplicacao suplementar e
PIEVENTIVA A€ ClUL.uuiiiiiiiiieiiecie ettt ettt ettt e st e et e st e e beesateebeeenbeeseesnseenseesaseennes 8
2.5.1 Anélise da organizagao estrutural do tecido foliar com auxilio da microscopia de
JUZ ettt ettt e ettt e et e e ateenbeenneeenbeeneeenbeennes 8
2.5.2 Deposig¢ao de lignina em folhas de soja em fun¢ao da aplicagao foliar preventiva e
suplementar de Cu e presenga da FAS........ccooiiiiiiiiiiiiee e 9
2.5.3 Analises por microscopia eletronica de varredura (MEV)......cccooceviiniinenienennne. 9
2.6 Avaliagao da performance produtiva de plantas de soja em fung¢ado da aplicagdo
foliar suplementar com Cu e presenga da FAS.........ccoooiiiiiiiiiiiiieeeeee e, 10
2.7 Delineamento experimental e analise dos resultados...........ccceeeevieeciieecieenneeeee, 10
3. RESUITAAOS. ¢ttt st 10
3.1 Defini¢ao da concentracao de Cu na calda de pulverizagao..........ccccceeveeevrerenreenns 10
3.2 Teste de germinacao de UrediniOSPOTOS. .....ccueeeuieeiieriieeiieiieereerireereesiee e eseaeeneees 12
3.3 Severidade da FAS.......oo e 13
3.4 Crescimento das plantas e performance produtiva na maturidade fisiologica......... 14
3.5 Organizagao estrutural e deposicao de lignina no tecido foliar de plantas de soja em
fun¢do da aplicag@o preventiva e suplementar de Cu e inoculacdo com a FAS............ 16
3.6 Analise de microscopia eletronica de varredura (MEV)........ccoovveviiiiiiieeiieee. 20
4. DISCUSSA0....c.veeuteeitiitesitete ettt ettt ettt eht e b e et s et e st e et eebt e bt et e seeesaeebeesnenbeentesaeenee 22
5. CONCIUSOCS. ...ttt ettt ettt et e st e be e st e b e st e ebee e 24

B0 RETETEIICIAS. ...ttt seneeeeeeeeeeenennenenennnn 26



CT
Cu
CuS
CuO
DAI

FAS
FV
IC

In
MEV
MST

PG
PL
PP
SN

LISTA DE ABREVIATURAS

Colénquima

Tratamento controle

Cobre

Sulfato de cobre

Oxido de cobre microparticulado
Dias apds a inoculagao
Epiderme

Ferrugem Asiatica da Soja

Feixe vascular

Indice de colheita

Plantas inoculadas com a FAS

Microscopia eletronica de varredura

Massa seca total

Plantas ndo inoculadas com a FAS
Producao de graos

Parénquima lacunoso

Parénquima pali¢adico

Solucao nutritiva

Vi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Sintomas tipicos da FAS na parte adaxial (A) e abaxial da folha (B) de
plantas de soja no interior da casa-de-
VEZETACAO. . uveeeiiieeiiiieesitteeeiteeeiteesiteesteeeebeeesibeessabeeenaaee s 1

Figura 2. Sintomas de toxicidade no limbo foliar de plantas de soja, aos cinco dias da
aplicagio de cobre (Cu) na forma de sulfato (CuS), nas seguintes concentragdes (g L™):
5,0 (A), 2,5 (B) 1,25 (C), 0,75 (D), 0,6 (E), 0,5 (F). A presenca das setas vermelhas
indica 0s sintomas de toxicidade pelo

Figura 3. Sintomas de toxicidade no limbo foliar de plantas de soja, aos cinco dias da
aplicag¢do de cobre (Cu) na forma de 6xido microparticulado (Yara Vita Coptrac, CuO),
nas seguintes concentragdes (g L''): 5,0 (A), 2,5 (B) 1,25 (C), 0,75 (D), 0,6 (E), 0,5
(F). A presenga das setas vermelhas indica os sintomas de toxicidade pelo

Figura 4. Evolugdo da severidade da ferrugem asiatica da soja (FAS) em fungdo da
aplicacdo foliar preventiva e suplementar de cobre (Cu). Tratamentos foliares: CT -
controle com aplicagdo de agua deionizada; CuS e CuO - aplicagdo foliar de Cu (0,5 g
L) na forma de sulfato e 6xido microparticulado, respectivamente. Letras diferentes
nas colunas indicam diferenca pelo teste de Tukey (p < 0,05), para cada momento de
avaliacdo. As barras representam o erro-padrdo da média (n =

Figura 5. Folhas representativas dos tratamentos foliares controle (A), sulfato de cobre
(B) e oxido microparticulado de Cu (C), que ndo foram inoculadas com o patdégeno
causador da FAS. Folhas dos tratamentos foliares controle (D), sulfato de cobre (E) e
oxido microparticulado de Cu (F), que foram inoculadas com o patdégeno causador da
FAS. As imagens correspondem a ultima avaliacdo realizada aos 30 dias apds a
inoculagdo, de plantas representativas dos tratamentos............eceevereererieneeneneenennens 14

Figura 6. Producao de graos (PG, A), massa seca total (MST, B) e indice de colheita
(IC, C) de plantas de soja em fun¢do da aplicagdo preventiva e suplementar de cobre
(Cu) e da presenca ou nao do patogeno causador da FAS. Tratamentos foliares: CT —
controle com aplicagdo de agua deionizada; CuS e CuO - aplicagdo foliar de Cu (0,5 g
L") na forma de sulfato e 6xido microparticulado, respectivamente. Ni e In - plantas nio
inoculadas e inoculadas com a FAS, respectivamente. Compara¢do dos tratamentos
foliares: colunas seguidas por letras minusculas para a mesma condi¢ao de inoculagao
diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05). Comparagdo dos tratamentos com a FAS:
colunas seguidas por letras maiusculas diferentes dentro de cada tratamento foliar
diferem pelo teste de F » <

Figura 7. Corte transversal do limbo foliar de soja da variedade BMX POTENCIA, na
regido da nervura principal do foliolo, em funcdo da aplicacdo suplementar preventiva

Vii



de cobre (Cu) e da presenca ou nao do patdogeno causador da FAS, coradas em solugdo
de Azul de Toluidina. Tratamentos foliares: CT - controle com aplicacdo de agua
deionizada; CuS e CuO - aplicagdo foliar de Cu (0,5 g L") na forma de sulfato e 6xido
microparticulado, respectivamente. Ni e In - plantas ndo inoculadas e inoculadas com a
FAS, respectivamente. As setas vermelhas indicam as alteragdes nos parénquimas
pali¢adico e lacunoso sob aplicacdo foliar preventiva e complementar com Cu e no CT
inoculado com a FAS. A presenca mais intensa da coloragcdo azul-esverdeado indica
presenca em maior nivel de compostos fendlicos livres nas paredes celulares de plantas
tratadas CuS. E: epiderme adaxial; PP: parénquima palicadico; PL: parénquima
lacunoso; FV: feixe vascular; C:
COLENQUIMA. .....eiiiiiiiiieiie ettt et 17

Figura 8. Corte transversal do limbo foliar de soja da variedade BMX POTENCIA, em
fung¢do da aplicagdo suplementar preventiva de cobre (Cu) e da presenga ou ndo do
patdégeno causador da FAS, coradas em solu¢do de Azul de Toluidina. Tratamentos
foliares: CT - controle com aplicagdo de 4gua deionizada; CuS e CuO - aplicagdo foliar
de Cu (0,5 g L") na forma de sulfato e 6xido microparticulado, respectivamente. Ni e In
- plantas nao inoculadas e inoculadas com a FAS, respectivamente. As setas vermelhas
indicam as alteragdes no parénquima lacunoso e pali¢adico sob aplicagcao foliar
preventiva e complementar com Cu e no CT inoculado com a FAS. A presenca mais
intensa da coloragdo azul-esverdeado indica presenga em maior nivel de compostos
fendlicos livres nas paredes celulares de plantas tratadas CuS. E: epiderme adaxial; PP:
parénquima palicadico; PL: parénquima lacunoso; FV: feixe
vascular........coceeeevienienne. 18

Figura 9. Corte transversal do limbo foliar de soja da variedade BMX POTENCIA, na
regido da nervura principal do foliolo com o uso da solu¢do de Floroglucina 4cida
(coloragdo vinho indica reagdo positiva com o corante) para visualizagdo da lignina. As
setas apontam para a regido do feixe vascular onde foi detectado a presenca de lignina
pelo corante. Tratamentos foliares: CT - controle com aplicagdo de agua deionizada;
CuS e CuO - aplicagio foliar de Cu (0,5 g L!) na forma de sulfato e oxido
microparticulado, respectivamente. Ni e In - plantas ndao inoculadas e inoculadas com a
FAS,

TESPECEIVAINIEIITC. ... vveeivieeeiieeetteeeteeeeteeeeeseeessteeesseeesseeensseeansaeesssasessseesassesanssesensseeesnes 19

Figura 10. Microscopia eletronica de varredura da face adaxial de folhas de soja. Setas
verdes apontam para uma rugosidade intensificada da epiderme e densidade da cera
epicutilar. . As setas vermelhas apontam para hifas e uredinidsporo do patogeno.
Tratamentos foliares: CT - controle com aplicagdo de agua deionizada; CuS e CuO -
aplicacdo foliar de Cu (0,5 g L!) na forma de sulfato e 6xido microparticulado,
respectivamente. Ni e In - plantas ndo inoculadas e inoculadas com a FAS,
TESPECTIVAINIEIEE. . ..eevvieiiieeireeiieetteetteetteeteesateesteessaeeseeenseenseesnseenseesnsaenseessseenseesnseenseensnas 21

viii



APLICA(:‘AO FOLIAR SUPLEMENTAR COM COBRE TEM EFEITO NA
REDUCAO DA SEVERIDADE DA FERRUGEM ASIATICA (Phakopsora
pachyrhizi) NA SOJA?

RESUMO

Um dos grandes desafios para a melhoria da performance produtiva da cultura da soja
(Glycine max L.), diz respeito a mitigacdo dos efeitos deletérios associados ao ataque do
fungo causador da ferrugem asiatica (FAS) (Phakopsora pachyrhizi). Em funcao de
poucos cultivares resistentes a doenga, 0 manejo mais empregado atualmente € o uso de
fungicidas sintéticos. No entanto, como resultado de manejo inadequado destes
agroquimicos, tal como a aplicagdo frequente do mesmo principio ativo, ha progressiva
queda na eficiéncia destes produtos. Nesse contexto, € necessario oferecer alternativas
de manejo que contribuam para maior tolerancia da cultura a FAS. No presente estudo
foi avaliada a maneira pela qual a aplicacdo foliar preventiva e suplementar de cobre
(Cu), na forma de sulfato (CuS) ou o6xido microparticulado (CuO), influencia a
tolerancia da cultura a este estresse bidtico. Desse modo, apds as plantas serem
pulverizadas com o metal (0,5 g L'! de Cu), procedeu-se a inoculagdo artificial com o
fungo causador da FAS. Com o objetivo de caracterizar as respostas aos tratamentos,
avaliaram-se: 1) severidade da doenca ao longo de 30 dias apds a inoculacdo; b)
organizacdo anatomica do tecido foliar; c¢) deposicdo de lignina nas folhas; d)
crescimento e performance produtiva das plantas. A incidéncia da FAS diminuiu com a
aplica¢do foliar de Cu, sendo a redu¢do mais pronunciada com o uso de CuO. Esse
efeito protetor proporcionado pela pulverizagdo do metal foi traduzido em mitigagao
dos efeitos danosos causados pelo fungo sobre a organizagcdo anatomicas das folhas.
Consequentemente, as plantas tratadas com Cu ndo mostraram diminuicdo da produgdo
de graos quando inoculadas com a FAS. Contudo, o estimulo a lignificacdo ndo foi um
componente importante associado ao efeito protetor do Cu a incidéncia das FAS.
Espera-se que os resultados possam contribuir com fundamentos mais sélidos para
subsidiar o uso da nutri¢do cliprica como uma pratica de manejo alternativa para reduzir

os danos causados pela FAS.

Palavras-chaves: Glycine max L, lignina; 6xido de cobre; sulfato de cobre, estresse
biotico, sustentabilidade.



ROLE OF SUPPLEMENTARY FOLIAR APPLICATION WITH COPPER IN
RESISTANCE OF SOYBEANS TO ASIAN RUST (Phakopsora pachyrhizi)

ABSTRACT

One of the major challenges for improving yield performance of soybean (Glycine max
L.) is related to the mitigation of the deleterious effects associated with the attack of
Asian Soybean Rust (ASR) (Phakopsora pachyrhizi). As a result of the few number of
resistant cultivars to the disease, currently, the most adopted management strategy is the
application of synthetic fungicides. However, due to an inadequate use of these
agrochemicals, such as the frequent application of the same active ingredient, there is a
progressive decline in their efficiency. In this context, it is necessary to seek for
alternatives approaches to improve the resistance of soybean to ASR. In the present
study, we evaluate the role played by preventive and supplementary foliar application of
copper (Cu), in the form of sulfate (CuS) or microparticulate oxide (CuO), on the
resistance of the crop to this biotic stress. Thus, after the plants being sprayed with the
metal (0.5 g L' of Cu), artificial inoculation with Phakopsora pachyrhizi was
performed. In order to characterize the responses to treatments, the following
parameters were studied: 1) disease severity over 30 days after inoculation; b)
anatomical organization of leaf tissue; c) lignin deposition on leaves; d) growth and
grain yield. The severity of ASR decreased with foliar application of Cu and the
reduction was more pronounced with the use of CuO. This protective effect provided by
spraying the metal was translated into mitigation of the harmful effects of the fungus on
anatomical organization of the leaves. Consequently, Cu-treated plants did not decrease
grain yield when inoculated with the ASR. In conclusion, our results might contribute to
offer more solid foundation for the use of Cu foliar application as an alternative

management practice to reduce the ASR severity in soybean plants.

Keywords: Glycine max; lignin; copper oxide; copper sulfate, estresse biotico,

sustentabilidade.



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A importancia da cultura da soja (Glycine max L.) teve inicio na década de 70
no sul e centro-oeste do pais, e se tornou uma das culturas de maior valor econdmico,
pois influencia diversos setores da produgdo de alimentos, tais como 6leos vegetais,
leite, farinha e, principalmente, a produg¢do de proteinas (CONAB 2017). Com as
estimativas de crescimento da populagao mundial e a elevagdo do consumo per capita
de alimentos, associado com as limitagdes de uso de terra para agricultura, um dos
maiores problemas da sociedade sera em atender a demanda por alimentos de maneira

sustentavel (Saath e Fachinello 2018).

O Brasil tem uma grande responsabilidade nessa demanda e, dentre as diversas
culturas produzidas no pais, a soja tem acentuado destaque. Atualmente, os dados da
CONAB (2020) para a soja indicam produgao de 120,4 milhdes de toneladas, em
36.843,5 milhdes de hectares cultivados. Entretanto, os niveis de produtividade,
atualmente obtidos (3.269 kg ha™!), estdo abaixo do potencial maximo tedrico da
cultura, que se situa acima 8.000 kg ha!, devido a ocorréncia mais frequente e
intensa de estresses bidticos e abidticos, que comprometem o crescimento €
desenvolvimento das plantas (Battisti et al. 2018). Nesse contexto, um desafio atual
para melhorar o desempenho produtivo, diz respeito a implementacdo de estratégias
sustentaveis de mitigacdo dos efeitos deletérios dos estresses abidticos e bidticos
sobre as plantas.

No caso dos estresses bidticos, aquele que tem apresentado maior notoriedade,
em fun¢do da rapida propagacdo por todo o territdrio brasileiro e capacidade de gerar
danos econdomicos expressivos, ¢ a ferrugem asiatica da soja (FAS) (Phakopsora
pachyrhizi) (Fiallos 2011). A FAS ¢ oriunda da China, sendo que o fungo Phakopsora
pachyrhizi, do filo Basidiomycota, classe Basidiomycetes, ordem Uredinales e familia
Phakopsoraceae, ¢ o mais comum no Brasil (Fiallos 2011). A importancia dessa doenga
esta associada ao seu alto potencial destrutivo, uma vez que ¢ capaz de causar perdas de
até 80% na producdo de graos, quando ndo adequadamente controlada (Almeida et al.
2011).

De fato, considerando que o agente causal da FAS est4 adaptado a temperaturas
que variam entre 15 e 30 °C, o patéogeno pode causar perdas de rendimento nas lavouras
em praticamente todas as regioes produtoras do pais, desde que ocorra molhamento das

folhas acima de seis horas (Yorinori e Lazzarotto 2004). Além disso, embora o
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Phakopsora pachyrhizi necessite de um hospedeiro vivo para sobreviver, a frequéncia
do surgimento da doenca ¢ alta e de forma espontinea, devido a sobrevivéncia do
patdgeno na lavoura em plantas que nao foram colhidas e que servem como fonte de
in6culo para lavouras proximas (Godoy et al. 2017).

Os sintomas iniciais da doenga correspondem ao aparecimento de minusculos
pontos mais escuros no tecido da folha na face abaxial, geralmente de coloracdo
esverdeada ou cinza-esverdeado (Godoy et al. 2016). Esses pontos aumentam de
tamanho, de 2 a 5 mm de didmetro, e € observada uma pequena protuberancia no local,
similar a uma ferida (bolha) por escaldadura (Godoy et al. 2016). A medida que a
esporulacdo continua, o tecido da folha ao redor das primeiras urédias (pustulas) adquire
coloracdo castanho-clara (lesdo do tipo "TAN”) a castanho-avermelhada (lesdo do tipo
RB: "reddish-brown"), de forma que as lesdes sdo visiveis com certa facilidade em
ambas as faces da folha. Em temos de susceptibilidade ao ataque do patdgeno, de
acordo com a fase de desenvolvimento da cultura, as plantas nos estagios reprodutivos
sdo mais susceptiveis; pois, ao desenvolverem maiores indices de area foliar, os esporos
presentes no dossel inferior da planta estdo mais protegidos contra a radiacao
ultravioleta, além das condigdes favoraveis, como maior umidade (Godoy et al. 2017).

Embora a aplicacdo de fungicidas sintéticos seja a pratica de manejo mais
difundida para mitigar os efeitos negativos da FAS, esta estratégia, quando adotada
isoladamente, nao deve ser sustentavel a longo prazo. Isso porque, ocorre 0 aumento
dos custos de producdo e reducdo na eficiéncia de controle da doenga, devido a
capacidade do patogeno em adaptar-se e tornar-se resistente as principais moléculas
utilizadas (Godoy e Canteri 2004; Schmitz et al. 2014). Por exemplo, com a aplicacao
continua dos mesmos mecanismos de acdo e principios ativos, combinada com
pulverizagdes inadequadas em periodos desfavordveis, as populacdes de fungos mais
resistentes sdo selecionadas, reduzindo a eficidcia do agroquimico (Twizeyimana e
Hartman 2017). Portanto, existe a necessidade de proposicdo de estratégias alternativas
e complementares para o controle da FAS, aquelas mais tradicionalmente baseadas no
uso de fungicidas sintéticos. Nesse contexto, a pulverizacdo foliar de elementos
minerais, que desempenhem ao mesmo tempo a fungdo de nutriente de planta ¢ a
capacidade de aumentar a resisténcia das culturas agricolas aos estresses bidticos, tem
sido considerada como uma importante alternativa (Mesquita et al. 2019; Andrade et al.

2015; Schimith et al. 2014).



Um dos nutrientes com elevado potencial para ser incluido no manejo de
doengas corresponde ao cobre (Cu), pois € possivel fornecé-lo em pequenas quantidades
e de forma efetiva aos vegetais por meio da aplicagdo foliar (Andrade et al. 2015;
Schimith et al. 2014). Além disso, o uso do Cu, com objetivo de aumentar a resisténcia
as doencas, ¢ suportado pelo fato de que, além de ser importante na regulacao do
metabolismo primario, atua em rotas metabodlicas envolvidas na produ¢do de compostos
protetores, como a lignina e suberina, que conferem resisténcia a penetracdo de
microrganismos no tecido vegetal (Marschner 2012). A lignina ¢ produzida durante
todo o crescimento do vegetal e tem como principal fungdo a prote¢do contra ataques
bidticos, enquanto que a suberina pode se fundir com compostos fendlicos que sdo
resistentes a degradagdo das enzimas produzidas pelos fungos, mantendo a integridade
dos tecidos foliares (Taiz e Zeiger 2017). Com a formacao destes polimeros, também
ocorre aumento da presenca de compostos fendlicos livres, que inibem a sintese de
metabolitos secundarios dos patdgenos e dificultam o processo de infec¢ao (Hendriks e
Zeeman 2009). De fato, sob deficiéncia de Cu, ocorrem prejuizos no processo de
revestimento dos tecidos e subsequente aumento da susceptibilidade das plantas ao
ataque de doengas (Marschner 2012). Adicionalmente, a acdo positiva do Cu em
promover resisténcia aos estresses bidticos envolve efeito direto sobre os agentes
causais, desde que tem sido observado que os microrganismos tém seu desenvolvimento
severamente comprometido na presenca de altas concentragdes de Cu no tecido vegetal
(Carvalho et al. 2012). Espera-se, portanto, que um possivel efeito supressivo do Cu
sobre a evolucdo dos sintomas da FAS seja refletido em melhor organizagdo anatémica
do tecido foliar (Nogueira et al. 2017; Mesquita et al. 2019), e subsequentes efeitos
positivos na performance produtiva da cultura.

Entretanto, ainda existem duvidas sobre a eficiéncia de diferentes fontes de Cu
para uso com duplo propdsito na cultura da soja: atender a demanda nutricional das
plantas e a0 mesmo tempo contribuir com o controle de doencas fingicas. Esse
questionamento surge, por exemplo, a partir da constatacdo de sintomas de toxicidade
no tecido foliar mediante aplicagdo de fontes altamente soluveis, como o sulfato de Cu
(Kumar et al. 2017). Esse fendmeno deve limitar a quantidade do metal a ser
pulverizada em aplicagcdes suplementares, que ndo objetivem, necessariamente,
corregdes de deficiéncias, mas agdo protetora contra infecgdes pelo patdgeno. Dessa
forma, argumenta-se que, ao serem utilizados compostos com baixa solubilidade, como

hidréxido ou 6xido de Cu, o efeito antifingico mais pronunciado poderia ser alcangado.
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Tal suposi¢do baseia-se no fato que, por meio de uma solubilizacdo mais lenta do
produto e liberagdo controlada dos ions, seria reduzido o potencial fitotéxico do metal e
prolongado o efeito protetor na superficie foliar (Pozza e Pozza 2003; Amorim et al.
2011). E necessario, portanto, caracterizar o papel da aplicagdo foliar preventiva e
suplementar de Cu, com o uso de diferentes fontes, quanto as implicagdes para o
manejo da FAS frente as necessidades de reduzir a dependéncia no uso de

agroquimicos.

1.1 Hipéteses

De acordo com o anteriormente exposto, o presente estudo ¢ baseado na seguinte
hipotese: a severidade dos sintomas da ferrugem asidtica em plantas de soja poderia ser
amenizada por meio do fornecimento preventivo e suplementar de Cu via pulverizagao
foliar. Esse fendmeno, por sua vez, seria explicado, ao menos em parte, por um estimulo

a sintese de compostos de defesa e melhor estruturacdo anatomica do tecido foliar.

1.2 Objetivos

Temos como objetivos gerais, oferecer estratégias alternativas de manejo que
contribuam para a redugdo da severidade da FAS, e assim, o alcance de um uso mais
eficiente de recursos em sistemas de produgdo agricola. Para isso, os seguintes objetivos
especificos foram definidos: i) avaliar o efeito da aplicacdo foliar preventiva e
suplementar de Cu sobre a severidade FAS; ii) testar se ha diferenca entre fontes com
variavel solubilidade em oferecer efeito protetor contra o ataque da FAS; iii) colaborar
com a definicao de fundamentos mais s6lidos para que a nutrigdo cuprica seja utilizada

como estratégia alternativa e complementar na reducao do ataque do patogeno.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local de conducio, obten¢ao das plantulas e manejo nutricional

O experimento foi realizado em casa-de-vegetacdo, localizada na darea

experimental do Departamento de Fitopatologia e Nematologia da Escola Superior de

4



Agricultura "Luiz de Queiroz" (ESALQ-USP), Piracicaba-SP. As plantulas de soja
foram obtidas a partir da germina¢@o de sementes em vasos plasticos com capacidade de
6,0 dm? e preenchidos com vermiculita. A umidade relativa do ar era em torno de 67% e
a temperatura de 28°C. As sementes tinham sido inoculadas com Bradrhizobium
Japonicum e tratadas com Co e Mo, em doses recomendadas para a cultura.
Transcorridos sete dias do inicio da germinacdo, foi realizado o desbaste,
permanecendo, em cada vaso, as trés plantas mais uniformes e vigorosas. A variedade
de soja utilizada foi a BMX POTENCIA RR, a qual é sensivel a FAS (Furtado et al.
2008).

Apo6s a germinacao das sementes, iniciou-se a fertirrigagdo com um Y% da forca
ionica da solugdo nutritiva (SN) completa (descrita abaixo) por trés dias, seguindo-se 2
da forca idnica por mais dois dias, quando a SN utilizada passou a ter forca idnica
completa. O volume de SN fertirrigado foi suficiente para ocorrer lixiviagdo e variou
entre 400 e 600 mL por vaso, dependendo do estagio de desenvolvimento das plantas. A
SN utilizada durante o periodo experimental, a qual era desprovida de N, apresentava os
demais nutrientes nas seguintes concentragdes, em mmol L', 0,5 P; 3,0 K; 5,0 Ca; 1,3
Mg; 1,3 S, e em umol L', 41,6 B; 0,1 Co; 1,0 Cu; 46,7 Fe; 10,0 Mn; 1,3 Mo; 0,1 Ni e
3,5 Zn (Zambrosi 2016).

2.2 Definicdo da concentracio limite de Cu na calda de pulverizacido sem causar

danos visuais ao tecido foliar

Com o objetivo de definir a concentracdo de Cu na calda de pulverizacdo, que
ndo provocasse sintomas de toxicidades as folhas, foi realizado um experimento
preliminar, testando doses crescentes do micronutriente. O periodo de condugao
correspondeu aos meses de outubro a dezembro de 2020.

A obtengdo das plantas de soja e manejo nutricional seguiram 0s mesmos
procedimentos descritos no item 2.1. As concentragdes testadas do elemento na calda de
pulverizagdo corresponderam a: 0,5; 0,6; 0,75; 1,25; 2,5 ¢ 5,0 g L''. As fontes de Cu
utilizadas foram o sulfato de Cu (CuS) e 6xido de cobre microparticulado (YaraVita
COPTRAC®, CuO). Adicionalmente, um tratamento controle (CT), com aplicagio
exclusiva de agua deionizada, também foi incluido. Todos os tratamentos receberam 1
ml de surfactante para se reduzir a tensao superficial da gota pulverizada e facilitar a sua

cobertura da superficie da folha e se evitar o escorrimento.



Uma tnica aplicagdo foliar com Cu foi realizada quando as plantas atingiram o
estagio fenologico V4 (terceira folha trifoliolada completamente desenvolvida). A
mesma foi realizada ao final do dia, para evitar possiveis efeitos adversos da
combinacdo de alta temperatura e baixa umidade relativa sobre a intensificacdo dos
sintomas de toxicidade pelo metal no tecido vegetal. A determinacdo do volume de
calda aplicado seguiu o critério do ponto de escorrimento. Os vasos foram cobertos com
papel toalha para evitar que o ambiente radicular fosse atingido com a calda de
pulverizagao e o Cu absorvido pelas raizes. As folhas pulverizadas foram marcadas para
o acompanhamento dos sintomas de toxicidade. O volume gasto da calda de

pulverizacao por vaso, contendo trés plantas, variou entre 1 ml e 1,5 ml de calda.

2.3 Avaliacao da germinacido dos urediniésporos in vitro sob efeito direto dos

tratamentos de Cu

Para a avaliagdo da germinagdo dos uredinidsporos in vitro foi utilizado o
método da gota para o teste de germinacdo (Bromfield 1964). Uma aliquota
conhecida de urediniésporos (1 x 10°) e outra de cada tratamento com Cu, de forma a
manter a concentracdo de 0,5 g L' de Cu, foram colocadas em uma mesma gota sobre
uma placa de Petri de poliestireno com 90 mm de didmetro Em cada placa, foram
adicionadas trés gotas, sendo que a composi¢do de cada gota foi de 50 pL da
suspensdo de urediniésporos e 50 puL de cada um dos tratamentos, totalizando um
volume final de 100 pL cada gota. Em seguida, as placas foram incubadas a 25 °C
pelo periodo de 4 horas na auséncia de luz. O delineamento experimental adotado foi
o inteiramente casualizado com 3 tratamentos (Tabela 1) e 3 repeticdes, sendo que
cada repeti¢ao foi composta por uma placa de Petri com 3 gotas. Apds 4 horas, com o
uso de um microscopio optico, foi feito a contagem dos uredinidsporos germinados,
contando-se 100 urediniésporos ao acaso. Os uredinidsporos considerados para a
contagem foram os que apresentaram tubo germinativo com didmetro semelhante ou

maior do que o préprio uredinidsporo.



2.4 Papel da aplicacio foliar suplementar de Cu na tolerancia da soja a FAS

2.4.1 Material vegetal e praticas de conducio das plantas

A obtencdo das plantas de soja € o manejo nutricional seguiram os mesmos
procedimentos descritos no item 2.1. O experimento foi conduzido entre os meses de
janeiro e abril de 2021, em condigdes controladas de casa-de-vegetacdo, localizada na
area experimental do Departamento de Fitopatologia e Nematologia da Escola Superior

de Agricultura "Luiz de Queiroz" (ESALQ-USP), Piracicaba-SP.

2.4.2 Aplicaciao foliar de Cu

No estadio V4, as plantas receberam aplicagdo foliar de Cu, numa tnica
pulverizacdo. A concentracdo do elemento, definida com base em resultados do
experimento preliminar (itens 2.2 e 3.1), correspondeu a 0,5 g L™!. Os tratamentos e

procedimentos para aplicagdo foliar foram os mesmos apresentados no item 2.2.

2.4.3 Procedimentos para a inoculac¢io de plantas de soja com a FAS

A partir de plantas de soja mostrando a presencga de lesdes e de frutificagdes da
FAS na parte abaxial da folha, o isolado foi coletado e utilizado para a realizagdao de
sucessivas inoculagdes. A inoculagdo foi preparada com uma suspensio de 10°
urediniésporos mL™! de 4gua destilada + Tween 20, 0,05%. Para a pulverizacdo da
suspensao, utilizou-se um borrifador de 100 ml e com duas aplicagdes em cada trifolio
central da planta. Em seguida, as plantas foram mantidas sob camara umida e escuro,
nas primeiras 24 horas (Chechi et al. 2020). Apdés a inoculagdo, as plantas
permaneceram em casa-de-vegetagdo até a maturidade fisioldgica, quando se realizou a
coleta destrutiva para avaliacdes de crescimento e da performance produtiva (item 3.3).

A inoculagdo das plantas com o patégeno causador da FAS foi realizada aos
cinco dias apos a aplicagdo foliar de Cu. Neste momento, as plantas de soja
encontravam-se no estagio fenologico V5 (quatro trifélios completamente expandidos),
ao redor de 30 dias apds a germinagdo. Este procedimento foi realizado em metade das
unidades experimentais (24 vasos), sendo que o restante permaneceu sem receber a

inoculagao.



2.4.4 Severidade da FAS em plantas de soja que receberam aplicacao suplementar

e preventiva de Cu

A avaliagdo da severidade da doenca foi realizada utilizando uma escala de
notas, mediante visualizagao foliar dos sintomas tipicos da FAS, como exemplificados
na Figura 1. As notas foram atribuidas de acordo com os seguintes critérios: 0 —
auséncia de lesdo foliar; 1 — 0,1 a 3% da area foliar lesionada; 2 — 3,1 a 6% da area
foliar lesionada; 3 — 6,1 a 12% da area foliar lesionada; 4 — 12,1 a 25% da area foliar
lesionada; 5 — 25,1 a 50% da area foliar lesionada; 6 — acima de 50% da area foliar
lesionada (Franceschi et al. 2020).

Realizaram-se avaliacdes didrias, até¢ aos 30 dias apds a inoculacdo (DAI),
periodo aproximadamente compreendido entre os estagios fenoldgicos R1 e R4/R5. As
notas foram atribuidas de acordo com a intensidade dos sintomas na parte adaxial das

folhas e com a verificagdo da presenca de pustulas na parte abaxial (Figura 1).

2.5.1 Analise da organizacao estrutural do tecido foliar com auxilio da microscopia

de luz

Ao ser constatado a presenca de telidsporos, foram retirados pequenos
segmentos, com dimensdes de aproximadamente 3 mm x 4 mm. do ter¢o médio dos
trifolios totalmente expandidos de cada repetigao (quatro folhas diferentes) depois do 30
DAL Seguiu-se a fixagdo das amostras em solucdo de Karnovsky. A desidratacdo foi
realizada em série de etanol crescente [30%, 50%, 70%, 90%, 100% (trés vezes)],
permanecendo 60 min em cada concentragao.

A pré-infiltracdo foi realizada com resina acrilica glicol-metacrilato
(Technovich) e etanol 100% na propor¢ao de 1:1, mantendo-se as amostras por cerca de
5 h em geladeira. Apos esta etapa, foi realizada a infiltracdo em resina pura por uma
noite e em seguida levadas a polimerizagdo em temperatura ambiente. Os cortes
histolégicos dos foliolos foram feitos em micrétomo rotativo (5 pum de espessura) para
posterior preparo de laminas semipermanentes e coradas em solu¢do de azul de
toluidina (Souza et al. 2005) e a observagao foi realizada em microscépio de luz (mod.
Axioskop 2, Zeiss, Berlim, Alemanha) e as imagens registradas em arquivos digitais do
tipo TIFF (acronimo para Tagged Image File Format), com resolugao de 1 Megapixel,

com uma camara (mod. MRc, Zeiss, Berlim, Alemanha) acoplada ao microscopio.



Figua 1. Sintomas tipicos da FAS na p:rte adaxial (A) e abaxial da folha (B) de
plantas de soja no interior da casa-de-vegetacao.

2.5.2 Deposicao de lignina em folhas de soja em funcio da aplicacio foliar

preventiva e suplementar de Cu e presenca da FAS

A intensidade de lignificagdo das folhas foi avaliada a partir das amostras
emblocadas para andlise em microscopia de luz. Os blocos foram seccionados e as
amostras transferidas para uma lamina. Em seguida, foi adicionado ao corte gotas de
solucao de floroglucina, aguardando-se 10 min para que ocorresse a reagdo. Por fim,
foram adicionadas gotas de acido cloridrico concentrado. O material foi examinado em
microscopio de luz (mod. Axioskop 2, Zeiss, Berlim, Alemanha) e as imagens
registradas em arquivos digitais do tipo TIFF. A anélise visual do grau de lignificacao
foi baseada na intensidade de cor rosa-avermelhada formada a partir da reagdo da

lignina com a floroglucina em meio acido.
2.5.3 Analises por microscopia eletronica de varredura (MEV)

Foram realizadas andlises de MEV para verificagdo da epiderme e dos feixes
vasculares. A fixacdo foi feita utilizando-se o mesmo fixador da microscopia de luz. A
amostra foi submetida a desidratacdo em série crescente de acetona [30%, 50%, 70%,
90%, 100% (por trés vezes)] e imediatamente levada para secagem ao ponto critico
(mod. CPD 30, Balzers, Alemanha) tendo como meio de secagem o COx.

As amostras secas foram coladas sobre stubs, expondo-se as duas faces do

limbo foliar e levadas ao metalizador (MC 50, Baltec), para cobertura das amostras com
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ouro. Em seguida as amostras foram observadas ao microscopio eletronico de varredura

(JSM-6610), obtendo-se imagens armazenadas em arquivos digitais do tipo TIFF.

2.6 Avaliacao da performance produtiva de plantas de soja em funcdo da aplicacao

foliar suplementar com Cu e presenca da FAS

No estagio fenoldgico R8 (maturidade fisioldgica), procedeu-se a avaliagao da
producdo de biomassa total e da performance produtiva das plantas de soja. As folhas,
hastes, sistema radicular, vagens e graos foram coletados separadamente. Apods o
processo de secagem em estufa de circulagdo forcada de ar a 60 °C por trés dias, estas
partes foram pesadas para a determinagdo da massa de matéria seca dos graos (PG, g
vaso!) e da massa seca total das plantas (MST, g vaso™!). A particdo de biomassa para

os graos, definido como indice de colheita foi calculado: IC (%) = PG/MST.

2.7 Delineamento experimental e analise dos resultados

O experimento foi instalado em esquema fatorial (3 x 2), com os tratamentos
correspondendo a combinacdo de: aplicacdo foliar de Cu (CuS, CuO e CT) versus
inoculacdo com o patéogeno (auséncia ou presenca das FAS). O delineamento
experimental foi de blocos ao acaso, com oito repeti¢des (1 vaso por repeticao contendo
trés plantas), totalizando 48 unidades experimentais. Os resultados foram submetidos a
analise de varidancia (ANOVA) considerando-se o esquema fatorial. No caso de
interagdo significativa, os tratamentos foliares foram comparados pelo teste de Tukey (p
< 0,05) para presenca ou nao do patéogeno, enquanto efeito da FAS foi comparado pelo
teste F (p < 0,05) dentro de cada tratamento foliar. As imagens de microscopia foram

interpretadas de acordo com uma avaliacdo qualitativa dos tratamentos.

3. RESULTADOS

3.1 Definicao da concentracido de Cu na calda de pulverizac¢iao

A aplicacdo de Cu nas concentracdes de 0,60; 0,75; 1,25; 2,0 e 50 g L!

provocaram ocorréncia de toxidez no trifolio de plantas de soja, sendo a intensidade do
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sintoma proporcional a concentracdo do elemento na calda de pulverizagdo (Figuras 2 e
3). Os sintomas mais severos foram caracterizados por clorose, pontos necroticos e
retorcimento do limbo foliar, os quais em alguns casos evoluiram para a completa
senescéncia ¢ queda de folhas. As plantas do tratamento com CuS apresentaram, de
maneira geral, toxicidade mais severa do que aquelas que receberam CuO (Figuras 2 A-
E e 3 A-E). A auséncia de fitotoxicidade , para ambas as fontes, foi observada somente
no tratamento com 0,5 g L' (Figuras 2 F e 3 F). Essa, portanto, foi a concentra¢do do
nutriente definida para avaliar o papel da sua aplicagdo preventiva e suplementar sobre

a tolerancia da soja a FAS.

Figura 2. Sintomas de toxicidade no limbo foliar de plantas de soja, aos cinco dias da
aplicacdo de cobre (Cu) na forma de sulfato (CuS), nas seguintes concentracgoes (g L
D 5,0 (A), 2,5 (B) 1,25 (C), 0,75 (D), 0,6 (E), 0,5 (F). A presenca das setas
vermelhas indica os sintomas de toxicidade pelo Cu.
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Figura 3. Sintomas de toxicidade no limbo foliar de plantas de soja, aos cinco dias da
aplicag¢do de cobre (Cu) na forma de 6xido microparticulado (Yara Vita Coptrac, CuO),
nas seguintes concentragdes (g L™)): 5,0 (A), 2,5 (B) 1,25 (C), 0,75 (D), 0,6 (E), 0,5
(F). A presenga das setas vermelhas indica os sintomas de toxicidade pelo Cu.

3.2 Teste de germinacio de urediniésporos

Apenas no CT, foi constatada a germinagdo dos uredinidsporos (Tabela 1). Os

tratamentos com CuS e CuO inibiram completamente a germinagdo de tais estruturas

(Tabela 1).

Tabela 1. Percentual de germinacdo e inibicdo da germinacdo in vitro de
urediniosporos de Phakopsora pachyrhizi submetidos a aplicagdo de dgua deionizada
(CT), sulfato de cobre (CuS) ou 6xido microparticulado (CuO). Ambos tratamentos
com o metal foram na concentragio de 0,5 g L™! de Cu.

Tratamentos Germinacio (%)*  Inibicio da germinacio (%)
CT 87,0 a -
CuS 0,0b 100,0
CuO 0,0b 100,0

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey a p <
0,05.
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3.3 Severidade da FAS

Os primeiros sintomas da FAS surgiram no tratamento CT, aos 15 DAI (Figura
4). No caso das plantas que receberam a aplicacdo foliar de Cu, observou-se que: 1)
aquelas tratadas com CuS, os primeiros sintomas foram detectados aos 22 DAI; ii)

quanto a aplicagdo de CuO, a manifestacdo dos primeiros sintomas ocorreu somente aos

28 DAI (Figura 4).
18,0 -
OCT mCuS mCuO a
14,4 - a l

10,8 - l

Severdidade das FAS (%)

7,2 - b
a b
3,6 A c
abb b ¢ c
0,0 — T — T T
15 20 25 30

Dias apés a Inoculagao

Figura 4. Evolucao da severidade da ferrugem asidtica da soja (FAS) em fungdo da
aplicacdo foliar preventiva e suplementar de cobre (Cu). Tratamentos foliares: CT -
controle com aplicac¢do de dgua deionizada; CuS e CuO - aplicagdo foliar de Cu (0,5 g
L) na forma de sulfato e 6xido microparticulado, respectivamente. Letras diferentes
nas colunas indicam diferenca pelo teste de Tukey (p < 0,05), para cada momento de
avaliacdo. As barras representam o erro-padrao da média (n = §).

Ao longo dos 30 dias de avaliacdo, verificou-se que a progressao da doenca foi
muito mais severa no tratamento CT (Figuras 4 e 5). Por exemplo, relativamente as
plantas que receberam a aplicagao foliar de Cu, aquelas do CT tiveram severidade da
FAS, ao longo de todo o periodo experimental, em média 12,2 vezes mais elevada.
Além disso, houve diferenca entre as fontes de Cu quanto a eficiéncia na redugdo dos
sintomas da doenga: aos 30 DAL, as plantas que receberam CuO tiveram severidade de
sintomas que foram 77% menos intenso do que aquelas sob pulverizacdo com CuS
(Figuras 4, 5 D-F). Ainda, as plantas que ndo foram inoculadas com a FAS
apresentaram auséncia de sintomas durante toda a realizacdo do experimento (Figuras

5A-C).
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Figura 5. Folhas representativas dos tratamentos foliares controle (A), sulfato de cobre
(B) e 6xido microparticulado de Cu (C), que ndo foram inoculadas com o patéogeno
causador da FAS. Folhas dos tratamentos foliares controle (D), sulfato de cobre (E) e
oxido microparticulado de Cu (F), que foram inoculadas com o patégeno causador da
FAS. As imagens correspondem a ultima avaliacdo realizada aos 30 dias apos a
inoculacdo, de plantas representativas dos tratamentos.

3.4 Crescimento das plantas e performance produtiva na maturidade fisiologica

Os tratamentos com Cu e inoculagdo da FAS apresentaram interacao
significativa (p < 0,05) para PG e IC (Figuras 6A, C), enquanto que a MST nao foi
influenciada (p > 0,05) pelos fatores de estudo (Figura 6B).

As plantas CT e inoculadas com a FAS apresentaram PG 40% menor do que
aquelas pulverizadas com o micronutriente, independente da fonte (Figura 6A). Além
disso, enquanto as plantas tratadas com CuS e CuO tiveram performance produtiva
semelhante, independe da inoculagdo ou ndo com a FAS, aquelas do tratamento CT e
inoculadas com a FAS tiveram decréscimo de 28% na PG em rela¢do a auséncia do
estresse biotico (Figura 6A).

Quanto a particao de biomassa para os graos, observou-se padrao de resposta
semelhante a PG (Figura 6C). Por exemplo, nas plantas CT e infectadas com a FAS, o
IC foi 26% menor do que naquelas que receberam CuS e CuO. Ainda, enquanto as
plantas tratadas com Cu mantiveram a parti¢do de biomassa para os graos, mesmo com
a incidéncia da FAS, a doenga provocou decréscimo no IC de 20% para o CT (Figura
6C).
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Figura 6. Producao de graos (PG, A), massa seca total (MST, B) e indice de colheita
(IC, C) de plantas de soja em funcdo da aplicacdo preventiva e suplementar de cobre
(Cu) e da presenca ou nao do patdogeno causador da FAS. Tratamentos foliares: CT —
controle com aplicacdo de 4gua deionizada; CuS e CuO - aplicagado foliar de Cu (0,5 g
L") na forma de sulfato e 6xido microparticulado, respectivamente. Ni e In - plantas
ndo inoculadas e inoculadas com a FAS, respectivamente. Comparagdo dos
tratamentos foliares: colunas seguidas por letras minasculas para a mesma condi¢ao
de inoculagdo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05). Comparagdo dos tratamentos
com a FAS: colunas seguidas por letras maitsculas diferentes dentro de cada
tratamento foliar diferem pelo teste de F (p < 0,05).
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3.5 Organizacio estrutural e deposicido de lignina no tecido foliar de plantas de
soja em funcio da aplicacdo preventiva e suplementar de Cu e inocula¢io com a

FAS

As folhas de plantas de soja do CT e sem inoculagdo da FAS apresentaram
integridade das células dos parénquimas palicadico e lacunoso, além de estruturagdo
normal dos feixes vasculares (Figuras 7A e 8A). Contudo, quando foram inoculadas
com a FAS, ocorreram danos na organizacao anatdomica do limbo foliar: parénquima
pali¢adico e lacunoso desestruturados e, com células exibindo o afinamento da parede
celular (Figuras 7B e 8B). Adicionalmente, observaram-se diminui¢do no tamanho das
células do esclerénquima e aparente comprometimento na organizacdo dos vasos do
floema (Figuras 7B e 8B).

Comparativamente as plantas do CT e inoculadas com a FAS, aquelas tratadas
com ambas das fontes de Cu apresentaram aumento no nimero de camadas de células
do parénquima pali¢adico (Figuras 7D, F e 8D, F). Exibiram também, em relacdo ao
CT, um espessamento da epiderme e melhor organizagao dos parénquimas (Figuras 7D,
F e 8 D,F). As plantas tratadas com CuS e CuO, sobretudo aquelas inoculadas com a
FAS, mostraram colora¢do mais intensa e escurecida das células do que o CT (Figuras
7C-F e 8C-F). Além disso, a coloracdo azul-esverdeada, em maior intensidade e
ocorréncia nas cé¢lulas do limbo foliar das plantas tratadas com CuS, sugere aumento na
presenca de compostos fendlicos livres, relativamente a pulverizagao com CuO (Figuras
7C-F e 8C-F).

Quando analisada a deposi¢cdo de lignina no tecido foliar, verificou-se que as
plantas do CT e sem inoculagdo com a FAS tiveram uma presenca mais intensa de
lignina do que os demais tratamentos (Figuras 9A, B). De fato, as plantas tratadas com
CuS e CuO, inoculadas ou ndo com a FAS, ndo apresentaram alteragdes significativas

na deposi¢ao de lignina (Figuras 9C-F).
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CT

CuS

Figura 7. Corte transversal do limbo foliar de soja da variedade BMX POTENCIA, na regido da nervura
principal do foliolo, em funcao da aplicagdo suplementar preventiva de cobre (Cu) e da presenga ou nao
do patogeno causador da FAS, coradas em solugdo de Azul de Toluidina. Tratamentos foliares: CT -
controle com aplicacdo de 4gua deionizada; CuS e CuO - aplicacdo foliar de Cu (0,5 g L") na forma de
sulfato e 6xido microparticulado, respectivamente. Ni e In - plantas ndo inoculadas e inoculadas com a
FAS, respectivamente. As setas vermelhas indicam as alteragdes nos parénquimas palicaddico e lacunoso
sob aplicacdo foliar preventiva e complementar com Cu e no CT inoculado com a FAS. A presenca mais
intensa da coloracao azul-esverdeado indica presenga em maior nivel de compostos fendlicos livres nas
paredes celulares de plantas tratadas CuS. E: epiderme adaxial, PP: parénquima pali¢adico; PL:
parénquima lacunoso; FV: feixe vascular; C: colénquima.
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CuS

CuO

Figura 8. Corte transversal do limbo foliar de soja da variedade BMX POTENCIA, em funcio da
aplicacdo suplementar preventiva de cobre (Cu) e da presenca ou nao do patdégeno causador da FAS,
coradas em solu¢do de Azul de Toluidina. Tratamentos foliares: CT - controle com aplicacdo de agua
deionizada; CuS e CuO - aplicagdo foliar de Cu (0,5 g L") na forma de sulfato e 6xido microparticulado,
respectivamente. Ni e In - plantas ndo inoculadas e inoculadas com a FAS, respectivamente. As setas
vermelhas indicam as alteracdes no parénquima lacunoso e pali¢adico, células desarranjadas e
desuniformes, sob aplicagdo foliar preventiva e complementar com Cu e no CT inoculado com a FAS. A
presenca mais intensa da coloracdo azul-esverdeado indica presenga em maior nivel de compostos
fenolicos livres nas paredes celulares de plantas tratadas CuS. E: epiderme adaxial; PP: parénquima
pali¢adico; PL: parénquima lacunoso; FV: feixe vascular.

18



CT

CuS

CuO

Figura 9. Corte transversal do limbo foliar de soja da variedade BMX POTENCIA, na regido da nervura
principal do foliolo com o uso da solucdo de Floroglucina acida (coloragdo vinho indica reacao positiva
com o corante) para visualizagdo da lignina. As setas apontam para a regido do feixe vascular onde foi
detectada a presenca de lignina pelo corante. Tratamentos foliares: CT - controle com aplicacdo de agua
deionizada; CuS e CuO - aplicagdo foliar de Cu (0,5 g L!) na forma de sulfato e 6xido microparticulado,
respectivamente. Ni e In - plantas nao inoculadas e inoculadas com a FAS, respectivamente.

19



3.6 Analise de microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As folhas de plantas de soja do CT sem a presenca da FAS apresentaram
integridade das células da epiderme e uma distribuicao regular das ceras epicuticulares
(Figura 10A). Entretanto, quando foram inoculadas com a FAS, o patogeno colonizou a
maior parte do tecido foliar e causou irregularidades na epiderme, sendo observada
maior densidade de ceras epicuticulares nas regides atacadas (Figura 10B).

Ao contrario das plantas CT, aquelas tratadas com CuS e CuO apresentaram
irregularidades na superficie da epiderme e alteragdes na densidade das ceras
epicutilares, mesmo na auséncia do fungo (Figuras 10C, D). Ainda, as plantas que
receberam CuS exibiram altera¢des mais evidentes (Figura 10C). Quando na presenca
da FAS, a densidade de ceras epicuticulares foi maior nas plantas tratadas com CuS dos
que as CuO (Figuras 10E, F). Além disso, foram encontrados uredinidsporos nas plantas
inoculadas com FAS dos tratamentos CT e CuS (Figuras 10B, D). Contudo, nas plantas
tratadas com CuO, ndo foi observada a presenca de uredinidésporos, mas foi observado a

presenca de hifas (Figura 10F).

20



CT

CuS

CuO

Figura 10. Microscopia eletronica de varredura da face adaxial de folhas de soja. Setas verdes indicam uma
rugosidade intensificada da epiderme e densidade da cera epicutilar, enquanto as vermelhas demonstram a
presenga de hifas e uredinidsporo do patdogeno. Tratamentos foliares: CT - controle com aplicagdo de agua
deionizada; CuS e CuO - aplicagdo foliar de Cu (0,5 g L") na forma de sulfato e 6xido microparticulado,

respectivamente. Ni e In - plantas ndao inoculadas e inoculadas com a FAS, respectivamente.
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4. DISCUSSAO

O uso racional de fungicidas sintéticos para o controle de doenc¢as na cultura da
soja ¢ uma medida urgente para uma produgdo agricola mais sustentavel e menos
danosa ao meio ambiente, principalmente em locais com elevada pressao de patogenos
(De Paula et al. 2021). Nesse cenario, o uso de nutrientes minerais, que tém a
capacidade de mitigar os danos causados por doengas fungicas na produtividade das
culturas, tem sido apontado como promissora alternativa de manejo (Lemes et al. 2011;
Mesquita et al. 2019; Einhardt et al. 2020).

No presente estudo, foi demonstrado que a aplicagdo foliar preventiva e
suplementar de Cu, independentemente da fonte do micronutriente utilizada, contribuiu
com efeito protetor ao ataque da FAS. Esse argumento ¢ suportado pela melhoria da
performance produtiva da cultura mediante a pulverizagao de Cu: 1) as plantas tratadas
com CuS e CuO e inoculadas com a FAS tiveram PG mais elevada do que aquelas do
CT+FAS:; ii) a PG sob o tratamento CuS e CuO nio diferiu entre plantas ndo inoculadas
e inoculadas com a doenga (Figura 6A). Tal padrao de resposta foi relacionado com a
melhor alocagdo de biomassa para os graos em plantas infectadas com a FAS e
pulverizadas com o metal, desde que o crescimento total ndo diferiu entre os
tratamentos, na maturidade fisiologica (Figuras 6B, C). Dessa forma, propde-se que os
efeitos positivos da aplicagdo do Cu ocorreram por permitir que uma maior propor¢ao
de fotoassimilados fossem alocados para as estruturas reprodutivas. Esse fendmeno esta
de acordo com as observagdes visuais de retardo da senescéncia foliar ¢ do
desfolhamento das plantas infectadas e tratadas com Cu, o que permitiu prolongar a
remobilizac¢ao de recursos dos 6rgaos fontes para os drenos (Lim et al. 2007). De fato, o
efeito da aplicagdo foliar de Cu, em conferir maior prote¢do a darea foliar
fotossinteticamente ativa, foi demonstrado pela reducdo dos sintomas da doenga ao
longo de todo o periodo experimental (Figura 5). Adicionalmente, foi demonstrado que
este papel do Cu foi refletido em melhor organizagdo estrutural do tecido foliar. Por
exemplo, em comparacao as plantas do CT e inoculadas com a FAS, aquelas tratadas
com ambas as fontes de Cu apresentaram espessamento da epiderme e melhor
organiza¢do dos parénquimas e vasos do floema (Figuras 7 D, F e 8 D, F). Esse tltimo
aspecto proporcionou maior eficiéncia no processo de remobilizagdo e de particdo de

fotoassimilados para graos (Thompson 2006).
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Entretanto, deve-se destacar que ocorreram diferengas entre as fontes de Cu
quanto ao potencial de reducdo da severidade da FAS: as plantas tratadas com CuO
apresentaram menor intensidade de sintomas do que aquelas que receberam CuS, bem
como retardo no inicio das lesdes no limbo foliar pelo patogeno (Figuras 4 e 5).
Argumenta-se que, sobretudo no inicio do processo de infec¢do, a fonte menos soluvel
do metal (CuO) apresentou um efeito protetor mais eficiente porque a sua solubilizagdo
mais lenta proporcionou a manuten¢do de concentragdes mais elevadas de Cu na
epiderme (Pozza e Pozza 2003). Isso, por sua vez, teria potencializado a acao toxica do
metal sobre o fungo, diminuindo em maior magnitude a severidade dos sintomas
(Andrade et al. 2015; Schimith et al. 2014). Nao houve, porém, diferenca entre as fontes
quanto a capacidade de inibir a germinagdo dos urediniosporos in vitro (Tabela 1),
indicando que a variagdo dos sintomas ocorreu, mais provavelmente, em fun¢do de
variacdo na concentracdo de Cu na superficie das folhas tratadas com CuO e CuS. A
diferenca na intensidade dos sintomas nao foi traduzida, contudo, em variacdo da PG
entre plantas que receberam as duas fontes do micronutriente (Figura 6A). Esse padrao
de resposta deve ter ocorrido porque, tanto para o CuS quanto para CuQO, os sintomas
nao atingiram o nivel de severidade associado com prejuizos na performance produtiva
da soja (Godoy e Seixas 2017). Por fim, a maior capacidade do CuO em reduzir os
sintomas da FAS, combinada com o seu menor potencial fitotoxico, comparativamente
ao CuS (Figuras 2 e 3), sugere que teria maior potencial para ser utilizada em aplicagdes
foliares para mitigar os danos da FAS.

Além do efeito do Cu em reduzir a severidade da FAS mediante redugdo da
germinagdo dos esporos (Tabela 1), a agdo protetora do Cu a infecgdo da FAS também
teria sido associada a maior estimulo na producao de compostos de defesa pelas plantas.
Por exemplo, com base nas imagens de microscopia de luz, observou-se que as plantas
tratadas com CuS e CuO, sobretudo aquelas inoculadas com a FAS, mostraram
coloragdo azul-esverdeada em maior intensidade e ocorréncia, nas células do limbo
foliar, do que as plantas do CT. Isso sugere aumento na presenca de compostos
fenolicos livres, os quais possuem uma atividade inibitoria sobre as enzimas produzidas
por microrganismos, que sao essenciais para o crescimento e processo de invasao
fungica (Dordas 2008). Estas respostas observadas nas plantas pulverizadas com Cu
estdo de acordo com o papel que esse micronutriente desempenha na sintese de
compostos de protecao (Nicholson e Hammerschmid 1992). Ainda, baseado na anélise

das imagens de microscopia de varredura, ¢ possivel que a densidade de cera
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epicuticular mais elevada nas plantas infectadas com a FAS sob aplica¢ao de Cu, do que
no CT, tenha contribuido para reduzir a velocidade de evolugdo dos sintomas (Reina-
Pinto e Yephremov 2009). Contudo, as plantas que receberam a aplicagdo foliar de Cu
ndo apresentaram estimulo ao processo de lignificagdo do esclerénquima e feixes
vasculares (Figuras 9 B, D, F). Esses resultados contradizem aqueles obtidos por Bedin
et al. (2020), em que a aplicagdo de Cu promoveu aumento na concentragdo de lignina
nas folhas. Provavelmente, no presente estudo, ndo houve um estimulo para maior
lignificacdo, porque a intensidade do ataque da FAS foi reduzida pela presenca do Cu
na superficie foliar. Adicionalmente, tem sido observado que a sintese de lignina ¢
dependente da espécie de planta e do gendtipo (Rogers et al. 2005). Portanto, ao menos
para a variedade utilizada nesse trabalho, o processo de lignificacdo ndo foi responsivo a
pulverizagao de Cu. Isso, por sua vez, sugere que estimulo a sintese deste polimero nao
poderia ser generalizado como um mecanismo de resisténcia da soja a FAS, que seria
proporcionado pela aplicacdo foliar preventiva e suplementar de Cu. Porém, futuros
estudos ainda sdo necessarios para elucidar melhor o papel da lignina em promover a

tolerancia a FAS em plantas pulverizadas com Cu.

5. CONCLUSOES

Em conclusdo, nossos resultados revelaram que a pratica de aplicagdao foliar
preventiva e suplementar de Cu, mesmo em plantas suficientemente nutridas com o
nutriente, contribuiu para diminuir a severidades dos sintomas da ferrugem asidtica da
soja. Isso por sua vez, foi refletido em melhor organizagao anatomica do tecido foliar e
menor velocidade de senescéncia foliar, que contribuiram para melhor performance
produtiva da cultura. O efeito protetor do Cu foi relacionado a uma agao direta do metal
sobre o potencial de germinagdo dos uredinidsporos. Adicionalmente, a maior presenca
de compostos fenolicos livres, maior densidade da cera epicuticular e a presenca de
rugosidade intensificada na epiderme, contribuiram para que o Cu aumente a defesa das
plantas contra o ataque do patogeno. Em conjunto, esses resultados sugerem importante
papel deste micronutriente como agente protetor contra a infeccdo pela ferrugem
asiatica da soja e oferecem alternativas para uma producao agricola mais sustentavel em
areas que requerem controle intensivo do patdogeno. Nesse contexto, considerando a

combinacdo de maior reducdo da severidade da doenca e menor potencial fitotoxico
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observados com o uso de ¢6xido microparticulado comparado ao sulfato de Cu, a
primeira fonte do metal teria maior potencial para ser utilizada em praticas auxiliares de
manejo ao combate da ferrugem asidtica. Por fim, estudos adicionais sdo ainda
necessarios para elucidar como a aplicagdo foliar de Cu influencia a producao de lignina
e a contribuicdo desse composto para a tolerancia da soja ao ataque do fungo

Phakopsora pachyrhizi.
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