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RESUMO

SCHONS, Bruna Caroline. Interacdo entre gendtipos de quinoa e
Pratylenchus brachyurus.

Orientador: Prof. Dr. Claudio Yuji Tsutsumi
Coorientador: Prof. Dr. José Renato Stangarlin

A quinoa é uma planta muito rica em nutrientes tanto para alimentacéo
humana, como para a formulag&o de ragédo animal, sendo uma opcéao viavel para
rotacdo de culturas. Com relacdo a interagdo quinoa — patdgenos, nao se tem
muitos estudos com esta planta. Com isso, o objetivo desse trabalho foi
caracterizar a resisténcia de gendtipos de quinoa ao nematoide Pratylenchus
brachyurus, verificar os mecanismos de defesa vegetal envolvidos e determinar
a quantidade ideal de in6culo para futuros estudos com esse patossistema. Para
isso, foi realizado um experimento em casa de vegetacdo com 10 gendtipos de
quinoa, que foram inoculados com P. brachyurus aos 30 dias apds a germinacao.
As variaveis analisadas aos 45 dias ap0s a inoculacao foram: nimero total de
nematoide por vaso, nematoides por grama de raiz e fator de reproducéo. 7 dos
10 gendtipos testados demonstraram resisténcia, 2 demonstram baixo grau de
suscetibilidade e um demonstrou-se altamente suscetivel. Foram selecionados
para o proximo experimento um genotipo resistente, um com baixo grau de
suscetibilidade e um com alto, para verificar seu comportamento em diferentes
niveis populacionais e definir o nivel de inéculo ideal para este patossistema. As
populacdes iniciais testadas foram 250, 500, 1.000, 2.000 e 4.000 nematoides
por vaso. Os gendtipos demonstraram que o ponto de maxima populacéo inicial
ficou entre 1.000 e 2.000 nematoides por vaso. Para a andlise de enzimas
relacionadas a defesa vegetal foram utilizados os mesmos trés genétipos do
experimento anterior, em um novo experimento, onde amostras de raizes foram
recolhidas em triplicata nos tempos 0, 36, 72, 120 e 172 horas ap0s a inoculagéo.
Foram medidas a atividade das enzimas polifenoloxidase (PFO), fenilalanina
amonia-liase (FAL) e peroxidase (POX), e determinado o teor de proteinas totais.
N&o houve atividade de PFO em nenhum dos gendtipos. A resisténcia do
genotipo 1808 pode ser explicado pelos picos de atividade de FAL. Ja a baixa
suscetibilidade do genadtipo 1303 ficou bem exposto, devido a sua alta atividade

nas enzimas FAL e POX, porém algum outro fator fez com que esse genétipo



nao fosse completamente resistente. Ja a alta suscetibilidade do genétipo Guaréa
€ um pouco mais complexo de ser entendido e necessita de estudos mais

aprofundados para entende-lo.

Palavras-chave: Controle de nematoides; Rotacdo de cultura; Chenopodium
quinoa Willd; Bioquimica do parasitismo.



ABSTRACT
SCHONS, Bruna Caroline. Interaction between quinoa genotypes and

Pratylenchus brachyurus.

Supervisor: Prof. Dr. Claudio Yuji Tsutsumi

Co-supervisor: Prof. Dr. José Renato Stangarlin

Quinoa is a plant very rich in nutrients for both human consumption and animal
feed formulation, making it a viable option for crop rotation. There have not been
many studies on the interaction between quinoa and pathogens. With this in mind,
the aim of this work was to characterize the resistance of quinoa genotypes to
the nematode Pratylenchus brachyurus, verify the plant defence mechanisms
involved and determine the ideal amount of inoculum for future studies with this
pathosystem. To this end, an experiment was carried out in a greenhouse with
10 quinoa genotypes, which were inoculated with P. brachyurus at 30 days after
germination. The variables analyzed 45 days after inoculation were: total number
of nematodes per pot, nematodes per gram of root and reproduction factor. 7 of
the 10 genotypes tested showed resistance, 2 showed a low degree of
susceptibility and one proved to be highly susceptible. One resistant genotype,
one with a low degree of susceptibility and one with a high degree of susceptibility
were selected for the next experiment, in order to check their behavior at different
population levels and define the ideal inoculum level for this pathosystem. The
initial populations tested were 250, 500, 1,000, 2,000 and 4,000 nematodes per
pot. The genotypes showed that the point of maximum initial population was
between 1,000 and 2,000 nematodes per pot. For the analysis of enzymes related
to plant defense, the same three genotypes from the previous experiment were
used in a new experiment, where root samples were taken in triplicate at 0, 36,
72, 120 and 172 hours after inoculation. The activity of the enzymes polyphenol
oxidase (PFO), phenylalanine ammonia lyase (FAL) and peroxidase (POX) was
measured, and the total protein content was determined. There was no PFO
activity in any of the genotypes. The resistance of genotype 1808 can be
explained by the peaks in FAL activity. The low susceptibility of genotype 1303
was well exposed due to its high activity in the enzymes FAL and POX, but some
other factor meant that this genotype was not completely resistant. The high



susceptibility of the Guara genotype, on the other hand, is a little more complex
to understand and requires more in-depth studies.

Keywords: Nematode control; Crop rotation; Chenopodium quinoa Willd,
Biochemistry of parasitism.
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1. INTRODUCAO

A quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) € uma planta cuja os primeiros
registros sdo da regido dos Andes, ha mais de 5 mil anos. Para os povos andinos
essa planta foi base da alimentagéo por muito tempo e alguns desses povos a
consideravam sagrada. Porém, ap0s a colonizacdo espanhola, seu cultivo foi
reduzido, sendo substituida por outras culturas mais comuns ao povo espanhol.

Esta planta voltou a ter relevancia nos dias atuais por diversos motivos,
como aumento populacional, onde demanda-se maior producéao de alimentos, e
aumento do numero de pessoas que buscam uma alimentacdo mais saudavel,
devido a quino ser rica em nutrientes, além de estar sendo bastante utilizada por
veganos e celiacos para compor suas dietas (CASTILLO-RUIZ et al., 2018).

Apesar de os maiores produtores atualmente continuarem sendo 0s
paises andinos como Bolivia, Peru, Equador e Colémbia, nos Estados Unidos
tem aumentado a producdo de quinoa. Ja no Brasil o interesse pela insercao
dessa planta na agricultura nacional vem desde os anos 1990, quando a
Embrapa Cerrado realizou pesquisas sobre a planta e distribuiu sementes para
agricultores de diversas regides (SPEHAR e SANTOS, 2002).

A guinoa ainda ndo é considerada pelos produtores nacionais como uma
opc¢éao dentro da agricultura mais tradicional, apesar de apresentar bom valor de
mercado, ter valor nutricional alto para consumo humano e para formulagdo de
racoes, além de uma 6tima opcao para a rotacdo de cultura.

As pesquisas envolvendo a quinoa se restringem basicamente as
questdes de melhoramento e de produtividade, sendo poucos os estudos
visando a fitossanidade da cultura. Das pesquisas na &rea fitopatoldgica,
encontra-se que a quinoa demonstrou resisténcia a algumas espécies de
nematoides do género Meloidogyne, porém ainda faltam pesquisas sobre os
demais géneros, como Pratylenchus, objeto deste trabalho.

O problema com nematoides vem ganhando destaque ao longo dos
ultimos anos devido a elevados danos que os mesmos promovem, além do dificil
controle, alto indice de infestacdo e a variedade de espécies de plantas que
atacam. No Brasil os géneros que causam maior impacto econémico Sao 0S
nematoides das galhas (Meloidogyne spp.) e os nematoides das lesGes
radiculares (Pratylenchus spp.).
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A dificuldade no controle dos nematoides vem principalmente do
crescimento exponencial de sua populacéo a cada ciclo, que no caso do género
Pratylenchus, por exemplo, é de 3 a 6 semanas apenas. O controle quimico é
feito através dos nematicidas, porém esses produtos tém mostrado baixa
eficacia de controle, além da necessidade de reaplicacfes, o que torna o seu
uso bastante oneroso. Além do fator econémico, o uso de produtos quimicos
também traz como desvantagem a possibilidade de contaminagdo do meio
ambiente.

Geralmente, 0 que se recomenda é o manejo integrando, Como 0 emprego
de praticas como a rotacdo de culturas, uso de produtos biolégico e extratos
vegetais e a escolha de cultivares resistentes. No entanto, o uso de rotagéo de
culturas € limitado, uma vez que esses fitonematoides sédo polifagos, restando
assim poucas plantas para serem usadas nesta pratica. Por este motivo € tao
importante pesquisar novas culturas e testa-las para possivel resisténcia aos
nematoides.

O género Pratylenchus é classificado como um endoparasita migrador
devido ao seu ciclo de vida, onde todos os estagios, juvenis e adultos, sdo
filiformes, infectivos e com intensa movimentacdo. As fémeas podem colocar os
ovos tanto dentro da raiz, como fora dela, e dos ovos eclodem juvenis de
segundo estagio (J2), ja infectivos. No parénquima cortical irdo alimentar-se,
injetando toxinas e movimentando-se intensamente, fazendo com que as células
atacadas entrem em colapso apds a saida do nematoide, sendo porta de entrada
para os outros patdgenos veiculados pelo solo.

Essa intensa movimentacao pode provocar a liberacdo de fragmentos da
parede celular vegetal, os quais podem vir a atuar como padrdes moleculares
associados ao dano (DAMPS), induzindo a planta a uma resposta de resisténcia.
A resisténcia vegetal envolve a ativagcdo de alguns mecanismos de defesa, por
exemplo fitoalexinas e enzimas como peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina
amonia-liase.

Com isso, 0 oObjetivo desse trabalho foi estudar a
resisténcia/suscetibilidade de gendtipos de quinoa a P. brachyurus, encontrar o
nivel populacional inicial ideal para experimentacdo desse patossistema, e

verificar os mecanismos de defesa vegetal envolvidos nessa interacao,
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particularmente as enzimas peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amonia-

liase.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Quinoa

A quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) esta classificada dentro da familia
Amaranthaceae, subfamilia Chenopodiaceae, género Chenopodium e ordem
Caryophyllales (APG 1ll, 2009). Sua reproducdo é predominantemente
autdgama, ocorrendo também alogamia, em menor quantidade e intensidade
variaveis, dependendo da proximidade de outros genétipos e agentes
polinizadores (ROCHA, 2011; SPEHAR, 2007).

A quinoa é considerada uma planta de metabolismo fotossintético C3,
herbacea e anual. Seu crescimento inicial € mais lento, acelerando apés 30 dias
da emergéncia, com tamanhos entre de 0,2 a 3 metros, que pode variar
dependendo das condi¢des ambientais e do genétipo (MUJICA-SANCHEZ et al.,
2001; SPEHAR; SANTOS, 2002). Sua arquitetura, segundo Rojas e Pinto (2013)
varia conforme a variedade, o solo e a densidade de semeadura, sendo de
quatro formas distintas: simples, ramificado com haste no terco inferior,
ramificado com haste no segundo terco e ramificada com panicula principal
indiferenciada.

A raiz da quinoa é pivotante e profunda, podendo atingir até 1,80 metros,
bastante ramificada e fibrosa, conferindo a planta resisténcia a seca e
estabilidade. O caule é cilindrico, de coloracdo verde a roxo, com estrias
(MUJICA- SANCHEZ et al., 2001). As folhas séo polimorficas em uma mesma
planta, as basais grandes, romboides ou triangulares, enquanto as superiores,
préximo a panicula, sdo lanceoladas. Sua cor varia do verde ao vermelho
passando ao amarelo e violeta, dependendo da natureza e importancia dos
pigmentos (ABDELBAR, 2018).

As flores s@o de tamanho pequeno, desprovidas de pétalas chegando ao
tamanho maximo de 3 mm, hermafroditas (BHARGAVA; SHUKLA; OHRI, 2006).
Possui inflorescéncia do tipo panicula e o fruto € um aquénio indeiscente

protegido pelo perigbnio, contendo gréos que podem atingir até 2,66 mm de
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diametro com cores que variam entre branca, amarela, purpura, café, vermelha
e negra (GIUSTI, 1970; MUJICA-SANCHEZ et al., 2001; WILSON, 1990).

A quinoa apresenta alta variacdo e plasticidade, o que permite adaptacéo
em diferentes condi¢cbes ambientais, tolera fatores climaticos adversos como
seca e geadas, solos com salinidade, diferentes altitudes, entre outros fatores
(APAZA et al., 2013)

2.1.1 Historico e producéo

Segundo Maughan et al. (2012), a quinoa foi domesticada pelos povos
andinos ha mais de 5.000 anos, sendo de grande importancia alimentar para
aguelas populacdes, sendo considerada cultura de subsisténcia devido a sua
resisténcia a condic¢des climéticas adversas, como a altitude elevada, e podendo
ser cultivada em solos pobres. Além de ser base da alimentacao local, a quinoa
possuia importancia cultural e religiosa para os povos andinos (ANGELI et al.,
2020).

Com a chegada dos conquistadores espanhdis no século XVI, a quinoa
perdeu importancia devido a imposi¢cdo de cultivos europeus como trigo e
cevada. A colonizacdo europeia e a difusdo de alimentos introduzidos pelos
colonizadores levaram a uma reducado significativa do cultivo de quinoa e a
marginalizacdo da planta (BAZILE; BERTERO; NIETO, 2016; JANCUROVA:
MINAROVICOVA; DANDAR, 2009; ZUNIGA, 2013).

No entanto, a quinoa nunca desapareceu completamente e manteve-se
como um alimento tradicional em algumas comunidades andinas. Nas Ultimas
décadas, houve um ressurgimento do interesse pela quinoa devido ao seu valor
nutricional. A demanda global por alimentos saudaveis e sustentaveis
impulsionou o cultivo e consumo da quinoa em outros paises além dos Andes
(ANGELI et al., 2020; JACOBSEN, 2011).

Nos ultimos anos, a producdo de quinoa tem aumentado
significativamente. De acordo com Castillo-Ruiz et al. (2018), a producéo global
de quinoa passou de aproximadamente 70.000 toneladas em 2012 para mais de
140.000 toneladas em 2016. A produtividade da quinoa varia de acordo com as
condi¢cbes de cultivo e manejo, mas geralmente encontra-se entre 500 a 2.000
kg ha.
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Os dados de producdo da quinoa ndo sdo atualizados com tanta
frequéncia quando comparado a outras culturas. Os dados mais recentes
fornecidos sdo de 2018 e mostram uma area mundial cultivada de 173 mil
hectares com producéo de 146 mil toneladas. A Bolivia e o Peru s&o os principais
produtores, seguidos pelo Equador, Colémbia e Estados Unidos, que juntos
somam mais de 99% da area mundial de cultivo. A produtividade média mundial
no ano de 2017 foi de 847 kg hal. Porém, a Bolivia, pais que representa 60%
da area cultivada, apresenta média de apenas 603 kg ha?, o que se deve
principalmente as condi¢cdes climaticas do local, mas também um baixo
investimento em pesquisa e melhoramento (ALANDIA et al., 2020).

A expanséo para fora do centro de origem se intensificou apenas por volta
dos anos 1940, quando os Estados Unidos executaram experimentos com a
quinoa, que comecaram por volta de 1948, a partir de sementes vindas do Chile.
Atualmente, os Estados Unidos, juntamente com o Canada, produzem cerca de
10% da producdo mundial de quinoa. Na Europa a cultura foi introduzida em
1978, também com germoplasma do Chile, em Cambridge, na Inglaterra, e no
Vale de Loire, na Franca (JOHNSON; CROISSANT, 1985, GALWEY, 1993;
FLEMMING; GALWEY, 1995).

2.1.2. Quinoa no Brasil

No Brasil o cultivo da quinoa é relativamente recente. Houve um programa
de introducédo da cultura por volta de 1990 feito por parte da Embrapa Cerrado,
afim de aumentar a diversificacdo de producéo nesse bioma. O principal foco na
utilizacéo dessa cultura em solos brasileiros é ser uma alternativa para protecdo
do solo em sistema de plantio direto e para rotacéo de cultura, onde o grao pode
ser utilizado tanto como alimento, quanto na formulacéo de ra¢cbes (SPEHAR e
SANTOS, 2002).

No inicio, a quinoa foi introduzida em algumas regifes brasileiras com
caracteristicas climaticas semelhantes as dos Andes, como o Planalto Central e
a regido Sul do pais. A pesquisa cientifica desempenhou um papel fundamental
na avaliacdo de variedades de quinoa, adaptacdo ao clima e manejo
agrondmico. Posteriormente os esfor¢os foram direcionados para a selecéo de

variedades adaptadas ao clima tropical brasileiro, 0 que envolveu pesquisas para
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desenvolver cultivares com maior resisténcia a pragas e doencas e que
pudessem se desenvolver em diferentes tipos de solo (SPEHAR, 2006).

As pesquisas lideradas principalmente pela Embrapa com o apoio da
Universidade de Brasilia (UnB) desenvolveram os aspectos agrondmicos da
quinoa, assim como também o0s aspectos de processamentos e comercializacao.
Em 2002 foi disponibilizada no mercado a cultivar BRS Piabiru, pioneira
brasileira, que tem como principais caracteristicas a auséncia de saponina, ciclo
longo (145 dias em média) e sementes pequenas. Milhares de amostras de
sementes desta cultivar foram distribuidas de forma gratuita a agricultores de
diversas regides do Brasil, e os resultados obtidos por estes produtores
possibilitaram adequacdes no cultivo e o desenvolvimento de novos genoétipos
(SPEHAR; FRANCISCO; PEREIRA, 2014).

2.1.3 Situacao atual

Devido a maior busca de alimentagcédo saudavel, assim como de producéo
de alimentos mais sustentaveis, a quinoa ganhou cada vez mais enfoque. O valor
nutricional e beneficios para a saude sdo muitos, sendo seus graos ricos em
proteinas, fibras, acidos graxos 6mega-3, minerais e vitaminas, tornando-a um
alimento altamente nutritivo (PATHAN; SIDDIQUI, 2022).

Segundo Vilcacundo e Hernandez-Ledesma (2017), quando a quinoa €&
comparada a outros graos mais comuns na alimentacdo humana e animal, tais
como arroz, trigo, milho e centeio, mostra-se superior nutricionalmente. O teor
de proteina das sementes varia entre 13,1% e 16,7%, além disso os valores de
albumina e globulina giram em torno de 35% e 37%, respectivamente, além de
um alto teor nos principais aminoacidos, o que torna a semente da quinoa uma
opcao interessante para vegetarianos e para a alimentagcéo animal.

Além disso, pesquisas interessantes tém sido realizadas associando o
consumo da quinoa a melhora de algumas doencas, como por exemplo
Farinazzi-Machado et al. (2012), que concluiram em eu trabalho que o uso da
quinoa na alimentacdo pode ser considerado benéfico na prevencdo e
tratamento de fatores de risco de doencas cardiovasculares, assim como
Almeida e Sa (2009), que trouxeram em seus estudos os beneficios do consumo

da quinoa para doentes celiacos.
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A quinoa também tem sido valorizada como uma cultura sustentavel,
devido a sua adaptabilidade a condi¢des adversas de crescimento e ao seu baixo
impacto ambiental. A quinoa é considerada uma cultura resistente a seca e
tolerante a salinidade, doencas e pragas, 0 que a torna uma opcao viavel para
areas afetadas pela escassez de agua e solos salinos. Também € uma opcéo
interessante pensando na rotacdo de cultura, e pode ser alternativa para
protecdo do solo em plantio direto pela alta producao de biomassa (JACOBSEN,;
MUJICA; JESEN, 2003; SILVA et al., 2014).

Porém, apesar de ser uma cultura promissora, as pesquisas com quinoa
voltam-se majoritariamente para a parte produtiva, e pouco se tem de informacao

quanto as doencas que afetam essa planta.

2.2. Doencas da quinoa

Sao poucos os estudos fitossanitarios com a cultura da quinoa no Brasil,
com dados néo tao atuais e sdo mais generalizados. Sabe-se que a quinoa é
atacada por alguns patdégenos, os quais causam doencas diversas como mildio,
tombamento, ferrugem e mosaico (BHARGAVA; SHUKLA; OHRI, 2006). O
mildio (Peronospora farinosa) é o mais severo patégeno da quinoa, causando
reducdo de 33% a 58% na producdo, mesmo nas cultivares mais resistentes
(DANIELSEN; BONIFACIO; AMES, 2003).

O sudeste peruano é o maior produtor de quinoa e nesta localidade a
principal praga encontrada € a larva da mariposa Eurysacca melanocampta
Meyrick, que causa grandes perdas de rendimento de gréos. A fémea deposita
seus ovos nas folhas da planta de quinoa durante o florescimento, com as larvas
alimentando-se das folhas e, posteriormente, dos grdos ja formados
(BHARGAVA; SHUKLA; OHRI, 2006).

Quanto a suscetibilidade a nematoides, ha um estudo de Mendonza-Lima,
Casa-Ruiz e Bellé (2020), que demonstrou que 0s genotipos locais peruanos
apresentaram suscetibilidade a Meloidogyne incognita e resisténcia a M.
arenaria e M. hapla. Assim como no trabalho de Bocalini (2021), que demonstrou
gue a cultivar BRS Piabiru, a mais comum no Brasil, € uma boa multiplicadora

para M. incognita e M. javanica.
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Em contrapartida, Gussi (2021) relatou que a cultivar BRS Piabiru se
mostrou resistente aos nematoides Heterodera glycines e Meloidogyne
enterolobii. Porém, com nematoides do género Pratylenchus spp. ndo ha

nenhum relato.

2.3. Nematoides

Os nematoides séo organismos geralmente tubulares alongados, com
diametro constante ao longo do comprimento, afilando-se gradualmente na
extremidade anterior. O tamanho pode variar de 0,2 mm a mais de 8 m de
comprimento, porém, a grande maioria € microscopica. Sao pseudocelomados,
ndo segmentados, de simetria bilateral, oviparos, dioicos, com sistema digestivo
e reprodutivo completo. Pertencem ao reino animal (Animalia), flo Nemata ou
Nematoda, compreendendo duas classes, Chromadora e Enoplea (FERRAZ,
2018).

Sao organismos que necessitam da presenca de agua para sobreviver,
podendo ser encontrados em aguas salgadas, aguas doces e pelicula de agua
do solo. A maioria € de vida livre, alimentando-se de microrganismos, tais como
bactérias (bacteri6éfagos), fungos (micetéfagos ou micofagos), algas (algivoros),
protozoarios  (protozodéfagos), pequenas minhocas ou oligoquetas
(oligoquetdfagos), outros nematoides (nematéfagos), animais (carnivoros) e
parasitas de plantas superiores (fitoparasitos) (FERRAZ e MONTEIRO, 2011;
SUBEDI; THAPA; SHRESTHA, 2020).

A maior parte dos nematoides ndo causa danos a agricultura, pelo
contrario, agem de forma benéfica, degradando e mineralizando matéria
organica. Porém, h4 uma parcela que causa grandes prejuizos, os chamados
fitonematoides (EVES-VAN DEN AKKER, 2021).

O que difere os nematoides de vida livre para os fitonematoides é a
presenca do estilete bucal, uma estrutura tubular, com um corte em bisel na
ponta e uma perfuracdo ao centro. A presenca deste aparato permite a entrada
mecanica dos nematoides nas raizes das plantas, além da injecéo de toxinas, 0
gue possibilita a sua alimentagdo (FERRAZ e BROWN, 2016).

Os danos causados por qualquer espécie de nematoide ird depender da

relacdo densidade populacional/massa de raizes, assim como o vigor das
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plantas e sua capacidade de tolerar altas populacbes desse patdogeno. Quando
em alta densidade populacional, os nematoides causam graves danos ao
sistema radicular, que se torna subdesenvolvido e ineficiente, levando a
diminuicdo da produtividade. Os sintomas visiveis na parte aérea, que S80 0S
sintomas reflexos, no geral, s&o similares a deficiéncia nutricional e ocorrem em
reboleiras (SILVA et al., 2017; PORTO et al., 2018).

Ja os danos principais, 0s seja, os danos radiculares, irdo depender de
cada género e é inclusive a principal caracteristica para distingui-los a campo.
No Brasil os géneros de fitonematoides de maior importancia séo Meloidogyne,
conhecido como nematoide das galhas, e Pratylenchus, o nematoide das lesdes
radiculares (CASTILLO et al., 2012).

2.3.1 Género Pratylenchus

O género Pratylenchus é popularmente conhecido como “nematoide das
lesdes radiculares”, devido ao sintoma principal encontrado nas raizes
infestadas. Segundo Gonzaga et al. (2016), pelo menos 10 espécies deste
género ja foram detectadas nos Brasil, sendo as mais comuns P. brachyurus, P.
coffeae e P. zea.

Os nematoides do género Pratylenchus séo polifagos, classificados como
endoparasitas migradores devido ao seu ciclo de vida, onde todos os estagios,
juvenis e adultos, sao filiformes, infectivos e com intensa movimentagao. O ciclo
de vida compreende seis estadios: 0 ovo, quatro estadios juvenis (J1 a J4) e a
forma adulta. As fémeas podem depositar seus ovos isoladamente no solo ou no
interior das raizes parasitadas, e deles eclodem os juvenis de segundo estagio
(J2), j& infectivos. A infecgdo, no geral, se restringe ao parénquima cortical que
sofre pela agdo mecanica, devido a intensa movimentacao dos nematoides, pela
acdo espoliativa, a propria alimentacdo, e acéo toxica, pois antes e durante a
alimentacdo observa-se a injecdo de secre¢fes esofagianas nas células, o que
causa degeneracédo e morte das mesmas (DE MELO SANTAN-GOMES et al.,
2019; FERRAZ, 2018; OLOWE e CORBETT, 1984).

O dano principal se da pela intensa movimentagdo do nematoide tanto
intra, quanto intercelularmente, envolvendo acdo mecéanica e enziméatica. As

células parasitadas entram em colapso logo apos os nematoides a deixarem, o
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que resulta na presenca de largas cavidades no cortex quando o ataque €
intenso. As raizes parasitadas mostram-se pouco volumosas e apresentam uma
tipica alternancia entre areas com lesfes necroticas, com tons mais escuros, e
areas sadias. Como sintoma reflexo é observado subdesenvolvimento das
plantas em reboleiras. As lesGes provocadas pelo nematoide também podem
servir de porta de entrada para outros microrganismos (FERRAZ, 2018).

No geral, a reproducdo ocorre partenogenicamente, com raras excegoes
na especie P. coffea, quando os machos se encontram em abundancia e a
reproducdo ocorre de forma anfimitica, o que ndo ocorre nas espécies P.
brachyurus e P. zea. A duracéo do ciclo dos nematoides do género Pratylenchus
varia entre 3 e 6 semanas, dependendo da espécie e dos fatores ambientais
(FERRAZ e BROWN, 2016; YU et al., 2012).

2.3.2. Controle de nematoides

No geral, o combate aos nematoides baseia-se no controle quimico, uso
de espécies ou genotipos resistentes e controle alternativo. O controle quimico
é feito com os chamados nematicidas, porém, existem poucos desses produtos
registados no Brasil, e apenas para algumas culturas, ndo havendo registro para
quinoa. Além disso, o controle quimico ndo possui alta eficiéncia, o que requer
um certo numero de reaplicacdes durante o ciclo da cultura, entrando no ponto
de que o uso continuo acarreta em problemas ambientais, na selecdo de
nematoides resistentes, além de aumentar os custos de producdo (FERRAZ e
BROWN, 2016; GAO et al., 2016; TEJO; DOS SANTOS FERNANDES;
BURATTO, 2020).

Tem se pesquisado bastante o controle alternativo, ou seja, o controle ndo
qguimico convencional, que envolve o uso de extratos vegetais como alecrim,
tanto para controle de Meloidogyne spp. (SCHONS et al., 2022), como para
Pratylenchus brachyurus (SOUZA, 2020), eucalipto (FABIYI; ATOLANI;
OLATUNJI, 2020), folhas de girassol (ALCANTARA NETO et al., 2018) e erva
santa-maria (MELLO; MACHADO; INOMOTO, 2006). No controle biologico se
destacam bactérias do género Bacillus, como por exemplo Bacillus firmus, B.
amyloliquefaciens e B. subtilis, que jA possuem registros como nematicidas
bioldgicos para determinadas culturas (ADAPAR, 2023; MACHADO et al., 2012).
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Uma estratégia muito importante dentro do manejo integrado no controle
dos nematoides, € o uso de cultivares ou gendtipos resistentes. Isso porque 0s
nematoides aumentam sua populacdo exponencialmente a cada ciclo de
reproducao e, ao utilizar uma planta com resisténcia, 0 mesmo néao tendo como
se reproduzir, ird estacionar o nimero de individuos e com o passar do tempo,
este nimero tende a reduzir INOMOTO, 2016; LEANDRO; ASMUS, 2015).

Se a cultura de interesse econdmico nao possui cultivares com resisténcia
disponiveis no mercado, pode se fazer essa quebra do ciclo do nematoide
rotacionando essa cultura com alguma planta resistente. E nesta busca de opcéo
para rotacdo, muitas vezes tem-se que fugir do comum a agricultura e procurar
opcbes que, além de trazerem os beneficios da resisténcia, também tragam
retorno econdmico satisfatério para o produtor, como € o caso da quinoa
(HUSSAIN; MUKHTAR; KAYANI, 2016; LEANDRO; ASMUS, 2015; SILVA et al.,
2018).

2.4. Resisténcia vegetal

A interacdo patdgeno-planta ndo se limita simplesmente a ocorréncia ou
nao ocorréncia da doenca. Nesta interacdo ocorre uma batalha onde o patégeno
usa todo seu arsenal estrutural e bioquimico para atacar a planta, enquanto a
planta utiliza de seus mecanismos de defesa tentando evitar a entrada e o
estabelecimento do patdgeno. Portanto, a resisténcia de um hospedeiro pode
ser definida como sua capacidade de atrasar ou evitar a entrada e/ou a
subsequente atividade do patdégeno em seus tecidos (PASCHOLATI; DALIO,
2018; SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008).

Na natureza, a resisténcia € a regra, e a suscetibilidade, a excec¢éo. Isso
porque, embora a planta esteja constantemente submetida a inimeras ameacas,
sdo apenas alguns patdégenos em condi¢des especificas que podem lhe causar
uma doenca. A resisténcia € um sistema multicomponente, onde seu sucesso
depende da somatdria das contribuicdes individuais de diferentes mecanismos
de resisténcia, que devem ocorrer de forma dinamica e coordenada, em uma
sequéncia logica apO0s o0 reconhecimento da presenca do patdgeno
(PASCHOLATI; DALIO, 2018).
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Os mecanismos de resisténcia vegetal podem ser divididos em pré-
formados, também chamados passivos ou constitutivos, que sdo aqueles que
estdo presentes e ativos na planta durante todo seu ciclo, independente da
presenca do patdégeno, e pos-formados, também conhecidos como ativos ou
induziveis, que sdo os mecanismos somente formados ou ativados a partir do
reconhecimento da presenca do patdgeno. Essa divisdo ocorre principalmente
para evitar que a planta gaste energia demais com seu sistema de defesa, ao
ponto que possa atrapalhar seu crescimento, desenvolvimento e produtividade
(VALLE; SANTOS; SILVA et al., 2018).

Dentro de ambos os grupos existe uma outra divisdo, onde tem-se 0s
mecanismos de resisténcia fisicos, ou seja, barreiras fisicas a entrada e
estabelecimento do patégeno, que podem tanto ser pré-formadas, como
cuticula, estbmatos, tricomas, parede celular, como também podem ser pos-
formados, como halos, papilas, camada de cortica e camada de abscisdo
(MARQUES; SOARES, 2023; PASCHOLATI e DALIO, 2018).

Os mecanismos de defesa bioquimicos sdo reacdes que ocorrem nas
células do hospedeiro produzindo substancias toxicas ao patégeno, criando
condicbes adversas para seu estabelecimento e desenvolvimento. Os
mecanismos bioquimicos também podem ser pré-formados, como por exemplo
compostos fendlicos, saponinas, glicosideos cianogénios, glicosideos
sulfurados, ou pos-formados, como espécies reativas de oxigénio, fitoalexinas e
proteinas relacionadas a patogénese (RP) (PASCHOLATI e DALIO, 2018;
MARQUES; SOARES, 2023).

A percepcdo das plantas a respeito da presenca dos patdgenos é
mediada por proteinas receptoras especificas presentes no apoplasto e
citoplasma, que levam ao reconhecimento de padrdes moleculares associados
a patdégenos (Pathogen Associated Molecular Patterns — PAMPSs). No caso dos
nematoides, pode haver o reconhecimento de padrdes moleculares associados
ao nematoide (Nematode Associated Molecular Patterns — NAMPs) (GOVERSE;
SMANT, 2014).

Como o processo infeccioso dos nematoides, em especial do género
Pratylenchus, envolve intensa movimentacdo, esses danos provocam a
liberacdo de fragmentos da parede celular vegetal, fragmentos estes que podem

vir a atuar como padrdes moleculares associados ao dano (DAMPSs), induzindo
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a planta a uma resposta de resisténcia. Além disso, € discutida a presenca de
moléculas associadas aos nematoides atuando como NAMPs, que seriam uma
forma de PAMPs especificos dos nematoides. Esses NAMPs induzem a
resisténcia através da quitina, compostos cuticulares, ascarosideos, entre outros
(HOLBEIN; GRUNDLER; SIDDIQUE, 2016).

A defesa vegetal no patossistema envolvendo nematoides € mediada pelo
sistema imune inato multicamadas, iniciado pelo reconhecimento dos DAMPs e
NAMPs, induzindo a defesa, o que resulta em uma resposta rapida que pode
incluir producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), compostos
antimicrobianos, enzimas e inibidores de protease, lignificacdo e calose,
mecanismos cuja a ativacao esta fortemente ligada a intensa movimentacdo do
nematoide (GOVERSE; SMANT, 2014).

A resisténcia vegetal envolve alteracbes metabdlicas que estédo
correlacionadas com mudancas na atividade de enzimas chaves nos
metabolismos primario e secundario. As alteragbes nas atividades dessas
enzimas chaves permitem acompanhar o estado de resisténcia em plantas
expostas a patdgenos. Entre essas, estao peroxidases, fenilalanina amonia-liase
e polifenoloxidases (MARQUES; SOARES, 2023; STANGARLIN et al., 2011;
VALLE; SANTOS; SILVA, 2018).

Na resisténcia vegetal a patdgenos a fenilalanina aménia-liase tem papel
importante nas reacdes do metabolismo dos compostos fendlicos, realizando a
desaminacdo da L-fenilalanina, convertendo-a em acido trans-cinamico e
amonia, sendo o acido trans-cindmico o primeiro composto formado na rota dos
fenilpropanoides em plantas superiores, o qual € incorporado em diferentes
compostos fendlicos. Logo, essa enzima € essencial para biossintese de
ésteres, coumarinas, fitoalexinas fendlicas, flavonoides, &cido salicilico e lignina,
que se acumulam em resposta a infeccdo (STANGARLIN et al., 2011; ALMEIDA
et al., 2012).

As peroxidases sao classificadas como proteinas relacionadas a
patogénese (proteinas - RP) pertencentes a familia PR-9 por Van Loon e Van
Strien (1999) (PASCHOLATI; DALIO, 2018). As enzimas desse grupo séao
estudas nos processos de defesa e resisténcia da planta por terem importante
papel na lignificacdo, suberizacdo e metabolismo da parede celular, e ainda

podem estar envolvidas em respostas de hipersensibilidade e producéo de
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fitoalexinas (CAVALCANTI; BRUNELLI; STANGARLIN, 2005; NICHOLSON;
HAMMERSCHMIDT, 1992). Além disso, € vista juntamente com a
polifenoloxidase como enzima antioxidante, contribuindo para o controle das
espécies reativas de oxigénio (ERO’s) em plantas (BARBOSA et al., 2014).

O grupo das polifenoxidases sdo as enzimas responsaveis pela
catalisacdo da reacdo de oxidacdo de polifendis para transforma-los em
quinonas. Em geral encontram-se dormentes, porém, séo liberadas quando
ocorre uma ruptura, seja dano mecanico ou por acao de insetos e patégenos,
iniciando assim o processo de oxidacdo dos compostos fendlicos transformando-
0S em quinonas, sendo as quinonas um fator antinutritivo na alimentacdo do
invasor, protegendo o ponto de infe¢gdo. O aumento da atividade dessa enzima
eleva a concentracdo de produtos toxicos, resultando em uma resisténcia
vegetal mais pronunciada, além do poder antioxidante, ja citado (CAMPOS et al.,
2004; KUHN, 2007).

Essas trés enzimas estédo fortemente ligadas a sintese da lignina a partir
de compostos fendlicos, na via dos fenilpropanoides. Quando os nematoides
infectam a planta ativam genes especificos, além de ativar a sintese dessas
mesmas enzimas, que podem prejudica-los (SANKAR et al.,, 2017; MATTEI,
2018).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Teste simples de germinacédo dos genotipos de quinoa

A Unioeste possui um acervo de genétipos de quinoa disponivel em seu
banco de sementes, proveniente de projetos de melhoramento desta cultura. Os
genatipos utilizados neste experimento foram selecionados desse estoque, ou
seja, foram desenvolvidos dentro da propria universidade, ndo comerciais.

Foram selecionados 19 gendétipos de quinoa para teste de germinacgao:
Q1223, Q1303, Q1306, Q1307, Q1330, Q1506, Q1523, Q1802, Q1806, Q1808,
Q1809, Q1811, Q1813, Q1814, Q1815, Q1816, Q1817, Q1881 e Guara.

As sementes foram submetidas a teste simples de germina¢édo, composto
de um gerbox para cada gendtipo, com papel germiteste duplo umedecido com
agua destilada. Em cada gerbox foram dispostas 100 sementes. Cada gerbox foi
revestido com papel aluminio, para que as sementes ficassem no escuro, e apos
4 dias foi realizada a contagem de sementes germinadas. Esse teste foi realizado
no Laboratorio de Nematologia da Unioeste.

Dos 19 gendtipos testados, foram selecionados os 10 materiais com

melhor germinacao para os proximos experimentos.

3.2 Teste resisténcia x suscetibilidade dos genétipos de quinoa a P.
brachyurus

O experimento foi conduzido na Estacéo de Cultivo Protegido “Professor
Mario Cesar Lopes”, em Marechal Candido Rondon - PR. Foi utilizado o
delineamento experimental de blocos casualizados (DBC), que foi composto
pelos 10 gendtipos selecionados na etapa anterior (Q1303, Q1330, Q1523,
Q1808 Q1811, Q1813, Q1814, Q1881, Q2014, Guara), com cinco repeticdes
cada, totalizando 50 parcelas experimentais. Cada parcela correspondeu a um
vaso de 2 L.

Foram realizados diversos testes a fim de escolher o melhor solo para
experimentacdo com a quinoa, uma vez que esta raramente € cultivada em
vasos, mesmo em experimentos. Selecionou-se entdo uma combinacgao de solo
proveniente do horizonte A de um LATOSSOLO VERMELHO Eutrdéfico

(SANTOS et al., 2013), areia industrial, substrato comercial para plantas e himus
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comercial para plantas. Chegando nas proporcdes onde metade da mistura foi
composta de 2:1 (volume/volume) de solo e areia peneirados e autoclavados, e
a outra metade da mistura de substrato e humus comerciais, em proporgéo 3:1
(VIv).

Apos testes, foi definido que o melhor procedimento a se seguir, seria
depositar as sementes diretamente nos vasos de cultivo, onde plantou-se 10

sementes, para posterior desbaste, onde foram conduzidas 3 plantas por vaso.

3.2.1 Obtencéo do in6culo e inoculacao

De uma populacéo pura de P. brachyurys, mantidas em raizes de milho
foi extraido o inoculo necessario a experimentacao. A extragdo ocorreu seguindo
a metodologia proposta por Collen e D'Herde (1972), onde as raizes contendo
populacdes puras de P. brachyurus foram seccionadas com tesoura, em
pedacos de aproximadamente 2 cm e posteriormente foram trituradas com agua
suficiente apenas para cobri-las, em liquidificador, por aproximadamente 30
segundos. A suspensédo obtida apds este processo passou por um conjunto de
peneiras sobrepostas de 60 e 500 mesh. O conteudo retido na peneira de 60
mesh foi a parte mais grosseira de material, € o que ficou retido na peneira de
500 mesh foi recolhido em um béquer para contagem, uma vez que estudos
comprovam que 0s nematoides ndo passam por essa densidade de malha.
Como a amostra mostrava-se bastante limpa, descartou-se as etapas de
centrifugacao.

Para a contagem, pipetou-se 2 mL da solucdo contendo os nematoides, a
qual foi depositada no interior da camara de Peters, onde realizou-se a contagem
em 1 mL (&rea da contavel da lamina), considerando os nematoides em todas
as etapas do seu ciclo de vida, inclusive o ovo, com auxilio de microscopio 6tico
para realizar a contagem.

Apoés 30 dias da germinacao das sementes, foi realizada a inoculagéo.
Apos a contagem, foi realizada diluicdo da suspenséo contendo os nematoides,
para que cada mL correspondesse a 100 nematoides, entdo foram pipetados 5
mL por vaso, totalizando 500 espécimes de P. brachyurus por parcela

experimental, conforme indicado por estudos desse nematoide.
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3.2.2 Analises nematoldgicas

Apoés 45 dias da inoculagéo, foi realizada a coleta do material afim de
avaliar as variaveis nematoldgicas: quantidade total de nematoides por vaso,
guantidade de nematoides por grama de raiz e fator de reproducéo.

Para isso as raizes foram lavadas, secas cuidadosamente e pesadas.
Entdo foram extraidos e contados os hematoides, seguindo a metodologia Collen
e D'Herde (1972), como descrito no item 3.1.1. Foram contados o0s espécimes
contidos nas raizes de cada vaso (primeira variavel), e este valor foi dividido pela
massa das raizes de cada vaso (segunda variavel).

Para obter o fator de reproducdo (terceira variavel), foi utilizada a
populacdo inicial, ou seja, a quantidade de nematoides inoculados (500
nematoides neste caso), e ainda a quantidade de P. brachyurus encontrados nas
raizes apos 45 dias da inoculacao, que correspondeu a populacao final. O Fator
de Reproducéo (FR) foi calculado conforme metodologia de Oostenbrink (1966),
onde a populacgéo final é dividida pela populacao inicial (in6culo) (FR = Pf/Pi), e
conforme os resultados obtidos séo classificados como: planta suscetivel, com
FR superior ou igual a 1,0; planta resistente, com FR inferior a 1,0; e planta imune
com FR igual a zero.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e teste de Tukey pelo
programa SAS University Edition (SAS INSTITUTE Inc, 2014).

3.3 Pressao de populacéo

Ap0s analisar os resultados obtidos no experimento anterior, selecionou-
se trés gendtipos com diferentes niveis de suscetibilidade: Guara, que foi o
melhor multiplicador dos nematoides, ou seja, altamente suscetivel; 1303, que
foi classificado com baixa suscetibilidade; e 0 1808 que demonstrou resisténcia.

Foi realizado um novo experimento na Estacdo de Cultivo Protegido
“Professor Mario Cesar Lopes”, em Marechal Candido Rondon — PR. Novamente
foi utilizado do Delineamento de Blocos Casualizados (DBC), onde os trés
gendtipos foram submetidos a diferentes niveis populacionais, sendo eles: 250,
500, 1.000, 2.000 e 4.000 nematoides por vaso. Foram realizadas 5 repeticoes,

resultando em 75 parcelas experimentais, que corresponderam a vasos de 2 L
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com a mesma mistura de solo com areia e substrato com humos, na mesmas
proporcdes do experimento anterior.

O objetivo desse experimento foi verificar se 0s comportamentos
encontrados no experimento anterior se alterariam com a populacdo e também
com o objetivo de determinar a quantidade de inoculo ideal para esse
patossistema, que poderia ser utilizado em futuros experimentos, uma vez que
ndo hé estudos para este patossistema.

Novamente foram plantadas 10 sementes por vasos, com desbaste antes
da inoculacéo, para a conducéo, desta vez, de 2 plantas por vasos.

O inoculo foi obtido através de populacdes puras de Pratylenchus
brachyurys, mantidas em raizes de milho. Estas foram extraidas seguindo a
metodologia proposta por Collen e D'Herde (1972), onde as raizes contendo
populacdes puras de P. brachyurus foram seccionadas e trituradas com agua
suficiente apenas para cobri-las, em liquidificador, por aproximadamente 30
segundos. A suspensao passou por um conjunto de peneiras sobrepostas de 60
e 500 Mesh. O conteudo retido na peneira de 500 mesh foi recolhido em um
béquer para contagem. Como a amostra mostrava-se bastante limpa, descartou-
se as etapas de centrifugacado. Foi realizada contagem em camara de Peters em
microscépio 6tico. A inoculacéo ocorreu 30 dias ap6s a emergéncia das plantas,
onde foram inoculados 250, 500, 1.000, 2.000 e 4.000 nematoides por vaso.

Apos 45 dias da inoculacéo, as plantas foram recolhidas para as analises.
Para isso as raizes foram lavadas, secas cuidadosamente e pesadas. Entdo
foram extraidos e contados os nematoides, seguindo a metodologia Collen e
D'Herde (1972). Foram contados os espécimes contidos nas raizes de cada
vasos (primeira variavel), este valor foi dividido pelo peso das raizes de cada
vaso (segunda variavel).

Para obter o fator de reproducdo (terceira variavel), foi utilizada a
populacao inicial, ou seja, a quantidade de nematoides inoculados, e ainda a
quantidade de P. brachyurus encontrado na raiz apés 45 dias de inoculagéo, que
correspondeu a populacao final. O Fator de Reproducéo (FR) foi calculado
conforme metodologia de Oostenbrink (1966), onde a populacao final é dividida
pela populacéo inicial (indculo) (FR=Pf/Pi), e conforme os resultados obtidos s&o
classificados como: planta suscetivel, com FR superior ou igual a 1,0; planta

resistente, com FR inferior a 1,0; e planta imune com FR igual a zero.
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Os dados foram submetidos a analise de variancia e teste de Regresséao
pelo programa SAS University Edition (SAS INSTITUTE Inc, 2014).

3.4 Anadlises bioquimicas para verificar atividade das enzimas relacionadas
a defesa vegetal

Em novo experimento na Estacdo de Cultivo Protegido “Professor Mario
Cesar Lopes”, em Marechal Candido Rondon — PR, utilizando novamente o
Delineamento de Blocos Casualizados (DBC), com os genétipos Guara, 1303 e
1808, em cinco tempos de coleta: 0 (momento da inoculacéo), 36, 72, 120 e 172
horas apds a inoculagdo, com base no ciclo de infeccdo do nematoide e em trés
repeticdes para cada um dos cinco tempos de coleta, totalizando 45 parcelas
experimentais, que correspondem a vaso de 2 L com a mistura de solo e areia e
substrato e humus nas proporc¢fes citadas no primeiro experimento.

Foram plantas 10 sementes diretamente nos vasos de cultivo e foi
realizado o desbaste, antes da inoculacdo, para a conducdo de 2 plantas por
vaso.

O inoculo foi obtido através de populacdes puras de Pratylenchus
brachyurys, mantidas em raizes de milho. Estas foram extraidas seguindo a
metodologia proposta por Collen e D'Herde (1972), descrita detalhadamente no
primeiro experimento. A inoculacdo ocorreu 30 dias apdés a germinacdo das
sementes e foram inoculados 500 espécimes de P. brachyurus por vaso.

Para as andlises enzimaticas, foram coletadas aproximadamente 0,5 g de
raiz, na regido média, descartando-se a area mais proxima a planta e as pontas
das raizes, nos tempos de coleta citados acima. Assim que retiradas da planta,
a raizes foram lavadas em agua corrente, secas cuidadosamente em papel
toalha, pesadas a fim de separar a massa fresca citada, acondicionadas em
envelopes de papel aluminio identificados e imediatamente congeladas a —20
°C.

Apos todas as coletas, as amostras foram divididas pela metade (0,25 g)
para que fossem melhor processadas. As raizes foram colocadas em tudo
especifico da maquina de extracéo utilizada, juntamente com 1,2 mL de solugéo
tampao fosfato de soédio 0,01 M (pH 6,0), uma pequena quantidade de

33



polivinilpirrolidona (PVP), para garantir melhor extracao da fracdo enzimatica, e
uma pequena esfera de aco para auxiliar na maceracdo. Os tubos foram
colocados no aparelho FastPrep-24™ 5G, com programacéo dupla de 7 m s
por 45 segundos para trituragdo e extragao da fragéo contendo as enzimas a
serem estudadas.

Apoés a extracao, foi realizada a centrifugacdo das amostras a 20.000g,
por 25 minutos, a uma temperatura interna de 4° C. O sobrenadante obtido,
considerado como a fragdo contendo as proteinas solluveis, foi armazenado em
microtubos a -20 °C para as posteriores analises bioquimicas das enzimas
Polifenoloxidase, Peroxidase, Fenilalanina amonialiase e Teor de Proteinas
Totais.

Para determinagdo da atividade das polifenoloxidases foi utilizada a
metodologia de Duangmal e Apenten (1999), utilizando solucdo substrato
composta por 50 mL de tampéao fosfato de sédio 0,1 M (pH 6,0) e 0,110 g de
catecol. A solucao foi mantida em banho-maria a 30 °C. Para a reacao tentou-se
diversas concentracbes como 50 pL da amostra e 950 pL do substrato, 100 L
da amostra e 900 yL do substrato, até 300 uL da amostra para 700 pyL do
substrato, porém o mesmo ndo apresentou leitura contundente. As tentativas de
leitura foram realizadas em espectrofotometro a 420 nm, utilizando cubetas de
vidro, a cada 15 segundos durante 1 minuto. O diferencial entre a Ultima e a
primeira leitura deveriam ser utilizadas para a determinacéo da atividade.

A atividade da fenilalanina amonia-liase foi determinada através da
quantificacdo colorimétrica do &cido trans-cinamico liberado do substrato L-
fenilalanina segundo a metodologia descrita por Umesha (2006). Para isso fez-
se a mistura de 300 pL do sobrenadante e 700 pL da mistura de solugcéo tampéo
Tris-HCI 0,025 M (pH 8,8) e solucéo de L-fenilalanina (0,050 M em tampé&o Tris
HCI 0,025 M, pH 8,8). A mistura foi incubada a 40 °C por aproximadamente 2 h.
ApOs esse periodo foram adicionados 100 puL de HCI 5 M para cessar a reacao
e, em seguida, realizada a leitura em espectrofotometro a 290 nm, utilizando
cubeta de quartzo. A absorbéancia foi determinada pela diferenca das amostras
em comparagdo ao controle, ndo contendo a fracdo proteica. A atividade
enzimatica foi expressa em pg de acido trans-cinamico min-* mg de proteina.

A atividade de peroxidase foi determinada através da conversédo do

guaiacol a tetraguaiacol, a 30 °C, por meio do método espectrofotométrico direto
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(LUSSO; PASCHOLATI, 1999). Inicialmente, foi preparado um substrato para
reacao contendo 12,5 mL de guaiacol 2%, 310 pL de perdxido de hidrogénio e
87,5 mL de tampao fosfato de pH 7,0. Essa solucéo foi mantida em banho-maria
a 30 °C. No momento da leitura misturou-se 300 pL de cada amostra 700 pL da
solucédo substrato. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 470 nm em
cubetas de vidro, sendo anotado os valores de absorbancia a cada 15 segundos
durante 1 minuto. Os resultados foram expressos em unidades de absorbancia
min-t mg* de proteina, descontando-se os valores de absorbancia do controle.

A determinacdo de proteinas totais foi realizada seguindo o método
proposto por Bradford (1976), onde 200 uL de cada amostra foram misturados a
600 pL de solucdo de tampéo fosfato 5 M (pH 7,0) e, sob agitacdo em vértex,
foram adicionados 200 pL de solu¢do de Bradford. Apdés 10 minutos foram
realizadas as leituras de absorbancia em espectrofotometro a 595 nm, com
cubetas de vidro. A concentracdo de proteinas foi expressa em termos
equivalentes pg de albumina de soro bovino (ASB) em 1 mL de amostra (ug
proteina mL1), determinada utilizando-se curva padrao de concentracédo de ASB.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e teste de regressao
pelo programa SAS University Edition (SAS INSTITUTE Inc, 2014).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Teste de germinacado dos genotipos de quinoa
Dos 19 genotipos disponibilizados na Unioeste, a maioria apresentou boa
taxa de germinagdo. Foram entdo selecionados os 10 gendétipos com melhores

indices de germinacédo para a etapa subsequente (Tabela 1).

Tabela 1 - Gendtipos de quinoa selecionados apds teste de germinacdo de

sementes.

Genobtipo % de germinacao
Q1814 66
Q2014 66
Q1813 65
Q1303 65
Guara 64
Q1811 62
Q1881 62
Q1808 61
Q1523 58
Q1330 57

O teste de germinacao é um dos meios mais utilizados para avaliar o nivel
da qualidade das sementes, pois nele é testado a habilidade de uma semente
germinar em determinadas condi¢cdes controladas, que buscam imitar o que
ocorre no campo. Neste caso, como o objetivo do processo de experimentacao
nao era medir a germinacao e este foi realizado simplesmente a fim de escolher
0s genotipos utilizados, optou-se por uma versdo simplificado dos testes
geralmente aplicados (BEWLEY; BRADFORD; HILHORST, 2012; MARCOS
FILHO, 2015).

Segundo Strenske et al. (2015) a germinagdo de sementes de quinoa
diminui com o aumento do periodo de armazenamento, o qual também retarda
a germinacao das mesmas, destacando a importancia de testar estas sementes

antes da experimentacao.
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4.2 Teste resisténcia x suscetibilidade dos genoétipos de quinoa a P.
brachyurus

Ao confrontar os 10 gendtipos de quinoa escolhidos com o nematoide P.
brachyurus pdde ser observado, em duas das trés variaveis testadas, sendo elas
namero total de nematoides por vaso, nematoides por grama de raiz, que 9 dos
10 gendtipos comportaram-se estatisticamente de forma semelhante,
demonstrando resisténcia ao nematoide. No entanto, o genétipo Guara
demonstrou resultados totalmente contrarios aos demais, demonstrando alta
suscetibilidade, neste caso os valores observados mostram que o gendtipo foi

um bom multiplicador para o nematoide (Tabela 2).

Tabela 2 - Comparacao dos genétipos de quinoa confrontados com Pratylenchus
brachyurus para as variaveis numero total de nematoides por vaso, nematoides

por grama de raiz e fator de reproducéo.

Genétipos Numero t(?tal de Nematoides g Fator de
nematoides reproducéo
1303 861,20 b 681,75 b 1,72b
1330 537,00 b 172,76 b 1,07 b
1523 220,80 b 89,05 b 0,44 b
1801 338,80 b 246,16 b 0,67b
1808 263,20 b 91,05 b 0,52 b
1811 110,00 b 64,70 b 0,22 b
1813 170,50 b 237,22 b 0,34 b
1814 28,40 b 18,31 b 0,05b
2014 49,20 b 18,39 b 0,09b
Guara 9908,0 a 45535 a 19,8 a
CV (%) 298,78 308,88 103,80

Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Porém, ha uma ressalva quanto ao fator de reproducgéo (FR). Segundo a
metodologia de Oostenbrink (1966), sdo consideradas plantas suscetiveis,
aguelas cuja o FR seja superior ou igual a 1,0, resistente aquelas com FR inferior
a 1,0; e planta imune com FR igual a zero. Portanto, é possivel concluir que os
gendtipos 1303 e 1330 apresentam suscetibilidade, apesar de esta demonstra-

se em um menor grau, quando comparada ao genétipo Guara, gue demonstrou
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altamente suscetivel, enquanto as demais podem ser consideradas resistentes,
uma vez que seu Fator de Reprodugdo encontraram-se menor que 1.

A resisténcia da quinoa ja foi testada com outros nematoides, como no
trabalho de Gussi (2012), onde o autor observou que a quinoa ndo multiplicou
Heterodera glycines e Meloidogyne enterolobii, sendo considerada resistente,
constituindo opc¢ao a ser usada em sucessao e/ou rotacédo de culturas em areas
infestadas pelas espécies avaliadas.

No trabalho de Lima, Ruiz e Bellé (2020) foram testados seis cultivares de
guinoa aos nematoides Meloidogyne incognita, M. arenaria e M. hapla, utilizando
como parametro as mesmas trés variaveis testadas neste trabalho, total de
nematoides, nematoides por grama de raiz e fator de reproducéo. Os autores
concluiram que todos as cultivares de quinoa sdo suscetiveis a M. incognita,
duas cultivares testadas demonstraram suscetibilidade a M. hapla e outras trés
demonstraram resisténcia ao mesmo nematoide, e quatro cultivares
demonstraram resisténcia a M arenaria. Os autores terminam o trabalho
ressaltado que sdo necessarios maiores estudos sobre a suscetibilidade da
guinoa a nematoides, uma vez que a quinoa € uma cultura de subsisténcia no
Peru, pais onde foi realizado o trabalho.

A variagdo na reacao de resisténcia/suscetibilidade de variedades de
determinada planta hospedeira a uma espécie de nematoide pode ser também
observada em outras culturas. No caso de P. brachyurus, Gabriel et al. (2018)
relatam que cultivares de aveia-preta apresentaram FR variando de 0,48 a 0,12,
sendo, portanto, classificadas como resistentes. Porém os autores salientam
que, apesar da aveia-preta ser um hospedeiro desfavoravel a este nematoide,
ocasionalmente pode causar pequenos aumentos populacionais.

Dos Santos et al. (2021) relataram instabilidade quanto aos resultados
obtidos testando a resisténcia de cultivares de grdo de bico a P. brachyurus,
onde das seis cultivares testadas, quatro demonstraram resisténcia e duas
demonstraram alto grau de suscetibilidade. Os autores atribuiram os resultados
adversos entre as cultivares, as diferencas fisiologicas entre elas, relacionando
por exemplo, as cultivares que tem melhor desempenho inicial e maior
crescimento com 0s niveis de resisténcia observados.

Com os resultados obtidos neste trabalho podemos considerar que a

maior parte dos gendétipos testados de quinoa demonstraram resisténcia ao P.
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brachyurus, e que o comportamento observado nos genétipos 1303, 1330 e
Guara venham de alguma caracteristica fisioldgica que estes possuam, que as
diferem diferente das demais, 0 que necessita ser investigado mais a fundo para
melhor entendimento. A resisténcia a P. brachyurus pode ser explicada pelo
trabalho de Holbein, Grundler e Siddique (2016), onde os autores expdem que
nematoides de intensa movimentacao podem causar descolamento de partes da
parede celular das plantas, principalmente ao adentrarem nas raizes, e que esse
tecido vegetal pode ser entendido pela planta como um padrédo molecular
associado ao dano (DAMPSs), que iniciaria na planta a ativacdo de mecanismos

de defesa rapidamente.

4.3 Presséo de populagéo

Apos os resultados do teste de resisténcia, foram selecionados trés
genaotipos, um resistente (1808), um com baixa suscetibilidade (1303) e um
altamente suscetivel (Guara), para testar o comportamento com diferentes
pressfes de populagdo do P. brachyurus. Esse € um estudo importante, ndo
apenas para o teste dos genotipos, mas principalmente para estabelecer para
futuros trabalhos com esse patossistema, qual a quantidade de nematoides seria
a correta, uma vez que ndo ha essa informacao na literatura.

Para a variavel quantidade total de nematoides por vaso, os resultados
foram bastante variados entre os gendtipos. O gendtipo 1303 (com baixa
suscetibilidade) demonstrou aumento da populacdo final até o teste de 500
nematoides por vaso, e a partir desse numero, houve decrescimento
progressivo, ou seja, sua populacgéao final foi maior com 500 nematoides por vaso,
do que com 4.000 nematoides por vaso. Ja o genotipo 1808 (resistente)
comportou-se de forma totalmente contraria, mantendo-se constante nas
pressdes populacionais mais baixas, e tendo um aumento significativo e
progressivo nas duas ultimas populacdes, de 2.000 e 4.000 nematoides por
vaso. Ja no genadtipo Guara (altamente suscetivel) houve aumento da populacéo
final, conforme o aumento da presséo de populacéo, até a populagédo de 2.000

nematoides por vaso, decaindo na pressao de 4.000 nematoides (Figura 1).
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CQuantidade de nematoides por vaso

Figura 1 - Comportamento dos gendtipos 1303, 1808 e Guara de quinoa,
confrontados com populacbes de Pratylenchus brachyurus para a variavel
guantidade total de nematoides por vaso.

Ja para a varidvel nematoides por grama de raiz, o genoétipo 1303
manteve-se praticamente constante em todas as populacdes, exceto na
populacao inicial de 4.000 nematoides, onde houve um decréscimo. O gendtipo
1808 comportou-se de maneira inesperada, onde o numero de nematoides por
grama de raiz na populacgéo inicial de 250 nematoides por vaso foi maior do que
a encontrada na populacdo de 500 nematoides por vaso, aumentando
novamente na populacdo de 1.000 e decaindo novamente na de 2.000, tendo
seu maior nimero nesta variavel na pressdo de populacdo mais alta, 4.000
nematoides por vaso. O genétipo Guara aumentou a quantidade de nematoides
por grama de raiz, conforme o aumento da pressdo de populacéo, até a mais
alta, de 4.000, onde decaiu (Figura 2).

Para a variavel fator de reproducéo, os trés genétipos se comportaram de
forma muito similar, onde os fatores de reproducdo comecaram altos e

diminuiram exponencialmente conforme o aumento da populacéo (Figura 3).
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Mematoides por grama de raiz

Figura 2 - Comportamento dos gendtipos 1303, 1808 e Guara de quinoa,
confrontados com populacbes de Pratylenchus brachyurus para a variavel
nematoides por grama de raiz. Analise de regressao a 5% de probabilidade.

Fator de reproducio

Figura 3 - Comportamento dos gendtipos 1303, 1808 e Guara de quinoa,
confrontados com populagdes de Pratylenchus brachyurus para a variavel: Fator
de reproducdo. Andlise de regresséo a 5% de probabilidade.

Como é possivel observar em todos os gendtipos, existe um ponto de
méaxima populacgéo, que foi diferente para cada genoétipo, mas no geral de deu
entre 1.000 a 2.000 nematoides por planta, onde a partir dele, a concentragcéo
de in6culo ultrapassar esse ponto de maxima, ndo havendo espacgo vital nas
raizes das plantulas inoculadas para todos os individuos penetrarem e se
estabelecerem, ou seja, a partir desse ponto os resultados como quantidade final
de nematoides serdo afetados devido a competicdo por espaco e nutrientes
(CARVALHO et al., 2023).

41



No trabalho de Ferraz (1995), o autor testou trés diferentes cultivares de
soja, com populacdes de 0, 200, 1.000 e 5.000 P. brachyurus por planta, e os
resultados encontrados para o fator de reproducao foram muito semelhantes aos
demonstrados no presente trabalho, onde o FR comecava alto e ia diminuindo
nas populagdes iniciais maiores, chegando a valor abaixo de 1. Os autores
ressaltam a dificuldade de estabelecer os niveis ideais de inoculagdo para a
experimentagdo, uma vez extrapolados, podem levar a resultados nao
condizentes com a realidade.

Dentre os parametros utilizados para medi¢cao da resposta ao parasitismo
de nematoides, o FR é 0 mais preciso, sendo sensivel a alteracao da quantidade
de inéculo e periodo anual de inoculacdo para quantificar o nivel de resisténcia
na interagdo planta-nematoide. Trabalhar com diferentes niveis populacionais é
essencial para identificar falsos-positivos e determinar realmente a reacdo do
material ao fitonematoide (CAVALCANTE JUNIOR et al., 2020).

Em contrapartida dos resultados encontrados neste trabalho, no trabalho
de Santos et al. (2015) verificou-se aumento do fator de reproducao proporcional
ao aumento de inoculo inicial, onde foram testados 0, 300, 600, 900 e 1.200 P.
brachyurus em soja. Neste caso, as cultivares de soja testadas se mostraram
suscetiveis ao nematoide, diferente da quinoa, que tem demonstrado resisténcia.

Oliveira et al. (1999) testaram diferentes cultivares de café com diferentes
niveis populacionais de P. brachyurus e observaram que mesmo nos niveis
populacionais mais baixos as cultivares se mostraram suscetiveis,
demonstrando que os resultados dos testes populacionais estao correlacionados
diretamente com a resisténcia da planta testada.

4.4 Andlises bioguimicas para verificar atividade das enzimas relacionadas
a defesa vegetal

Afim de compreender a resisténcia e a suscetibilidade encontrada nos
genotipos de quinoa confrontados com P. brachyurus, foram medidas a atividade
de trés enzimas em fungdo do tempo (dias apoOs inoculacdo (DAI)):
polifenoloxidase (PFO), fenilalanina aménia-liase (FAL) e peroxidase (POX),

além do teor de proteinas totais.
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4.4.1 Polifenoloxidase

A PFO néo apresentou atividade em nenhum dos gendtipos, em nenhum
dos tempos de coleta.

A auséncia de polifenoloxidase foi relatada em améndoas cruas por Silva
e Fernandes (2011), que avaliaram que estas ndo sofreram escurecimento
enzimatico. Da mesma forma, no trabalho de Medeiros (2015), utilizando 6leos
essenciais de alecrim na concentragdo 1% em couve manteiga, ndo houve
atividade enzimatica de PFO.

No trabalho de Da Mata (2022) também néao foi encontrado atividade de
PFO. O autor relata que esta enzima pode ser inibida por uma série de agentes
quelantes, como por exemplo cianeto, monéxido de carbono, tropolona, 2-
marcaptobenzotiazol, azida, acido citrico e acido etileno diamino tetra cético. O
acido ascorbico (vitamina C) e seus varios sais neutros sdo 0s principais
antioxidantes que podem reagir irreversivelmente com as o-quinonas anulando
o efeito da polifenoloxidase pelo sequestro de cobre (SAPERS; MILLER, 1998).

Sabendo disso, o trabalho de Gouveia, Frangella e Assis Excel (2012)
demonstrou que a quinoa possui 50 mg 100 g* de vitamina C, além de altas
concentracfes de tocofenois e carotenoides, o que pode explicar a falta de
atividade da PFO em trabalhos realizados com a quinoa.

Além disso, no trabalho de Fischer et al. (2017), demonstrou-se que alta
guantidade de agua no inicio do desenvolvimento das sementes pode diminuir a
guantidade de polifendis totais nos brotos. Isto € algo que pode ter acontecido
no presente experimento, uma vez que este foi conduzido no ver&o, em casa de
vegetacao e por vezes eram necessarias duas irrigacdes por dia, o que pode ter
contribuido para o resultado encontrado.

4.4.2 Fenilalanina aménia-liase

Ao analisar a curva de resposta da atividade da enzima relacionada a
defesa vegetal, Fenialanina amonia-lise (FAL), podemos observar que o0s
gendtipos 1303 e 1808 se comportaram de forma bastante semelhante. Ambos
apresentaram picos que os diferiram estatisticamente do genétipo Guara as 120
e 172 horas apos a inoculacao, apesar de que o genotipo 1808 no tempo de 120

horas apds a inoculacdo, também aparece como um intermediario entre o
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genatipo 1303 e guara. O gendtipo Guara, apesar de apresentar visualmente um
pico as 36 horas apds a inoculacdo, ndo demonstrou diferenca estatica nas
primeiras medicdes, e nas medi¢cbes de 120 e 172 horas ap0s a inoculacao
demonstrou-se inferior as demais (Figura 4).
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Figura 4 — Atividade da enzima fenilalanina amonia-liase (FAL) em funcao do
tempo apods a inoculacdo de gendtipos de quinoa com Pratylenchus brachyurus.

Dois picos de FAL também foram encontrados no trabalho de Lorenzetti
et al. (2018), onde os autores esclareceram que o primeiro pico de atividade,
esta ligado ao processo infeccioso em si, a primeira resposta da planta ao
identificar a presenca do patdégeno. JA o segundo pico estad relacionado
principalmente ao processo de inducdo da resisténcia. Visto que os genotipos
1808, que demonstrou resisténcia e o 1303, que demonstrou baixa
suscetibilidade, diferenciaram-se estatisticamente do gendétipo Guara as 172
horas apo0s a inoculacao, ou seja, no segundo pico observado, é possivel que os
mecanismos de defesa tenham sido ativados pela rota da FAL. JA a néo
atividade estatistica observada no genétipo Guara, demonstra que, apresentar
alguma atividade de FAL, esta nao foi o suficiente para ativar os mecanismos de
defesa por esta via, 0 que explicaria, em partes, sua alta suscetibilidade.

No trabalho de Bezerra (2016) foram testados cultivares resistentes e
suscetiveis de feijdo-de-corda, inoculados com o virus do mosaico severo do

caupi. A atividade da FAL dos gendétipos suscetiveis nas plantas inoculadas com
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0 virus decaiu com o passar do tempo. Essa tendéncia pode levar a uma menor
producdo de compostos fendlicos, ja que a inibicdo da FAL afeta as vias
biossintéticas desses compostos. As cultivares resistentes testadas mostraram
tendéncia de aumento de atividade a partir de 24 HAI até 72 HAI, e, no final do
experimento, essas diferencas nas cinéticas da atividade da FAL e os relatos
existentes na literatura, sugerem associacdo dessa enzima com a resisténcia
dos gendtipos.

A FAL apresenta grande importancia no metabolismo secundario das
plantas. Sua funcéo € a catalisacédo e a eliminacdo nao oxidativa da amonia da
L-fenilalanina, transformando-a em &cido trans-cinAmico, que € o primeiro
produto formado na rota biossintética dos fenilpropanoides em plantas. Esta é a
primeira enzima que atua na sintese de compostos fendlicos, e sua atividade
esta diretamente envolvida na resposta a infeccdo por fitopatégenos (KUHN,
2007; SILVA, 2018).

4.4.3 Peroxidase

Na atividade de Peroxidade (POX), podemos observar novamente dois
picos de atividade enzimatica. Porém, dessa vez, o primeiro pico é apresentado
apenas pelo genétipo 1303 na analise dos tecidos no momento da inoculacgéo.
Ja o0 segundo pico os gendtipos 1303 e Guara diferiram estatisticamente do
gendtipo 1808, no ponto de 72 horas ap6s a inoculacdo. Também podemos
observar que o gendétipo 1808 manteve-se estavel em todos os tempos medidos,
e ainda demonstrando-se estatisticamente inferior nos dois pontos de pico
observados (Figura 5).

As peroxidases, classificadas como proteinas RP, apresentam varias
funcdes na defesa celular, pela sua participagao na lignificacdo, suberizacao e
metabolismo de parede celular. As peroxidases tém sua atividade elevada em
resposta ao processo infeccioso de um patdgeno, e ao estresse oxidativo e
ambiental. Deste modo, séo utilizadas como indicadores de resposta de defesa
das plantas. Sdo responsaveis pela catdlise da reducdo de perdxido de
hidrogénio em oxigénio e agua, também fazem parte de vias metabdlicas
envolvidas na oxidacao de compostos fenélicos (PASCHOLATI e DALIO, 2018).
A presenca de um patogeno efetor pode desencadear uma resposta de defesa
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chamada de imunidade desencadeada por efetor. As Proteinas RP estéo
frequentemente associadas a resisténcia qualitativa (DODDS & RATHJEN,
2010)
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Figura 5 — Atividade da enzima peroxidase (POX) em funcéo do tempo apos a
inoculacao de gendtipos de quinoa com Pratylenchus brachyurus.

No trabalho de Schons et al. (2021) foram observados dois picos de
peroxidase, um aos 10 dias apo6s a inoculacdo e outro menor aos 50 dias apés
a inoculacdo de M. incognita em tomateiro. Essa diferenca do tempo em que os
picos sao relatados nos trabalhos se deve ao ciclo dos nematoides: o ciclo de M.
incognita é muito mais longo do que o ciclo de P. brachyurus, portanto, os
resultados podem ser comparados. O autor ressalta que o segundo pico ser
menos elevado que o primeiro, se deve ao processo de colonizacdo dos tecidos
do hospedeiro pelo patdgeno, momento em que varios mecanismos de defesa
se expressam de maneira simultanea. Demonstrando que o genotipo 1303
provavelmente também ativou essa rota em sua tentativa de defesa contra o P.
brachyurus. Observando a atividade de POX, podemos levar em consideracéo
que, apesar de se mostrar altamente suscetivel, o gendtipo Guara tentou ativar
vias de defesa vegetal, porém o mesmo néo foi bem suscedido, por motivos que
precisam de melhor investigacao.

Campos et al. (2004) relatam que apos a inoculacdo de Colletotrichum

lindemuthianum em cultivares de feijao, a cultivar resistente testada apresentou
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rapidamente atividade de peroxidase, logo apos a inoculacdo, mantendo-se mais
elevada em todas as avaliacbes em decorrer do tempo quando comparada a
cultivar suscetivel, que demonstrou niveis de peroxidase, porém, estes foram
considerados baixos, tais quais os comportamentos dos gendtipos 1808 e Guara
(no primeiro pico). Os autores ressaltam que a biossintese de compostos
secundarios depende da constituicAo genética da planta, que determina a
formacao das enzimas de especializagao correspondentes.

Boava et al. (2010) relataram que plantas de eucalipto, antes de serem
submetidas a tratamentos, demonstravam certa atividade de peroxidase, onde
plantas moderadamente resistentes, apresentavam atividade de 0,6 unidades de
absorbancia min?t mg proteinal, enquanto que plantas suscetiveis
apresentavam atividade de 0,8 unidades de absorbancia min* mg proteina®,
isso devido a peroxidase fazer parte da atividade normal da planta, ndo sendo
relacionada apenas com mecanismos de resisténcia vegetal.

Corroborando com o resultado de baixa atividade de peroxidase no
genotipo resistente 1808, Araujo et al. (2008) mostram que a atividade de
peroxidase em cultivares consideradas suscetiveis de microtangerinas
infectadas com Phytophthora parasitica foi, por vezes, maior do que as
encontradas em cultivares consideradas resistentes, evidenciando que a
atividade de peroxidase na planta aumenta quando esta se encontra submetida

a condicBes de estresses, no caso quando afetada por um patégeno.

4.4.1 Proteinas totais

Para o teor de proteinas totais (PT), pode se observar uma atividade ndo
continua nos trés genotipos testados. No momento logo apés a inoculacdo, o
gendtipo 1303 demonstra-se superior ao Guara, porém semelhante ao 1808,
que, por sua vez, nao se diferencia estatisticamente do genétipo Guara. Ja na
medicao realizada com a amostra de 120 horas apds a inoculagdo, pode se
observar o Guara sendo estatisticamente superior ao 1303, porém semelhante
ao 1808, que demonstrou-se estatisticamente semelhante ao 1303. Na medic&o
final, de 172 horas ap6s a inoculacdo, o gendtipo 1303 demonstrou maior

atividade de PT que os outros dois genotipos. Ou seja, a cada momento de
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medicdo, 0s genotipos revezavam-se quanto ao maior teor de proteinas totais.
(Figura 6).
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Figura 6 — Atividade Proteinas totais em fung¢éo do tempo apés a inoculacdo de
genaotipos de quinoa com Pratylenchus brachyurus.

O conteudo de proteinas no tecido vegetal desafiado com o patégeno ou
tratado com eliciador indica a ativacdo dos mecanismos de defesa (MEINERZ,
2013). A relativa atividade de proteinas totais para todos os genétipos testados
demonstra que houve tentativa da ativagdo dos mecanismos de defesa, mesmo
nos genaotipos suscetiveis, porém, a ativacdo desses mecanismos nao garante
0 sucesso da resisténcia. Provavelmente outro fator ndo estudado neste trabalho
levou o gendtipo Guara a demonstrar tdo alta suscetibilidade em relagcédo ao P.
brachyurus.

Outra concluséo que se pode encontrar, visto ndo apenas a avaliacao de
proteinas totais, mas também as demais analises bioquimicas, € que a
resisténcia do genotipo 1808 provavelmente vem da rota de ativacdo dos
mecanismos de defesa vegetal mediada pela enzima FAL e talvez corroborada
por outras vias nao estudadas. Enquanto a baixa suscetibilidade do genétipo
1303 é bem exemplificada pelas analises bioquimicas, uma vez que este
demonstrou expressdo de FAL, POX e também picos de atividade no teor de
proteinas totais, demonstrando que sua baixa suscetibilidade venha da ativacéo

dos mecanismos de defesa vegetal.
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5. CONCLUSOES

Dos 10 gendtipos de quinoa, 7 comportaram-se como resistentes, 2 como
baixo grau de suscetibilidade e um com alto grau de suscetibilidade a P.
brachyurus, demonstrando que cada genétipo pode responder de uma forma
qguando confrontado com o nematoide. Isso indica a necessidade de estudos
mais aprofundados na relacéo desse patossistema.

No geral, o comportamento dos genoétipos manteve-se 0 mesmo em
diferentes populagfes. A quantidade de inoculo ideal para experimentos desse
patossistema encontra-se na faixa de 1.000 a 2.000 nematoides inoculados por
vaso.

A quinoa ndo apresentou atividade da enzima polifenoloxidase. A
resisténcia do gendtipo 1808 pode ser explicada com os picos da FAL, que
provavelmente foi a via de sinalizac&o para a ativacdo de mecanismos de defesa
vegetal. Ja a baixa suscetibilidade do gendtipo 1303 ficou bem exposto, devido
a sua alta atividade nas enzimas FAL e POX, porém algum outro fator fez com
que esse genotipo ndo fosse completamente resistente, apesar da sinalizacdo
das vias enzimaticas. J4 a alta suscetibilidade do gendtipo Guara € um pouco
mais complexo de ser entendido e necessita de estudos mais aprofundados para

entende-lo.
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