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RESUMO 

 

BRUZAMARELLO, Janaína. Potencial de Fosfitos na Indução da Resistência 
Sistêmica Adquirida em plantas de Soja. 2016. 29f. Trabalho de Conclusão de 

Curso (Graduação em Agronomia) – Universidade Tecnológica Federal do Paraná. 
Dois Vizinhos, 2016.  
 
O uso dos fosfitos vem demonstrando potencial no controle de doenças em diversas 
culturas, tanto pelo seu efeito direto aos patógenos quanto pela ativação da indução 
de resistência em plantas. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial 
de produtos à base de fosfitos de potássio, cobre e manganês, como também o indutor 
comercial Acibenzolar-S-Metyl (ASM), na ativação da Resistência Sistêmica Adquirida 
(RSA) em plantas de soja, inoculadas com esporos do fungo Phakopsora pachyrhizi, 
agente etiológico da ferrugem asiática.  O delineamento experimental foi inteiramente 
casualizado, em esquema bifatorial (5 tratamentos x 5 tempos de coleta de material), 
sendo os tratamentos, constituídos por fosfito de potássio 0,002% (Ultra K®), fosfito 
de manganês 0,002% (Ultra Mn®), fosfito de cobre 0,002% (Cubo®), Acibenzolar-S-
Metil (0,005%) e a testemunha (água destilada), em quatro repetições. O experimento 
foi realizado na Universidade Tecnológica Federal do Paraná (UTFPR), Câmpus Dois 
Vizinhos, em casa de vegetação. A cultivar de soja foi a Nidera 5909, semeada em 
vasos com capacidade de 10 litros. As plantas foram conduzidas até o estádio 
fenológico R1 (início do florescimento) momento em que receberam os tratamentos.  
Antes e após a aplicação dos tratamentos, foram realizadas coletas de materiais 
vegetais para as análises bioquímicas, em intervalos de 24, 48, 96 e 192 horas. A 
inoculação dos esporos da ferrugem asiática foi realizada em 48 horas após a 
aplicação dos tratamentos  Avaliou-se a atividade de três enzimas relacionadas à 
ativação da RSA, fenilalanina amônia-liase (FAL), quitinase e β-1,3 glucanase.. Os 
resultados demonstraram que os fosfitos a base de potássio, cobre, manganês e o 
ASM, possuem capacidade de ativar enzimas relacionadas à patogenicidade, 
sensibilizando assim a ativação da Resistência Sistêmica Adquirida em plantas de 
soja. Tais ativações apresentam especificidade de ação, o que foi constatado em 
tempos distintos de ativação da defesa das plantas, bem como atuam em mecanismos 
distintos de defesa, seja na rota dos fenilpropanoides pela ativação da FAL, ou de 
enzimas hidrolíticas, demonstrado pela ativação da quitinase e β-1,3 glucanase. 
 
Palavras-chave: Glycine max, resistência sistêmica adquirida, controle alternativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

BRUZAMARELLO, Janaína. Phosphites potential for induction of Systemic 
Acquired Resistance in Soybean plants. 2016. 29f. Term Paper (Graduate in 

Agronomy) – Federal Technological University of Paraná. Dois Vizinhos, 2016. 
 
The use of phosphite has demonstrating potential in the control of diseases in different 
cultures, as much direct effect on pathogens as activation of induction resistance in 
plants. This present study had as objective to evaluate the potential of products based 
on potassium phosphite, copper and manganese, as well as a commercial inducer 
Acibenzolar-S-Metyl (ASM), the activation of the Systemic Acquired Resistance (SAR) 
in soybean plants, inoculated with spores of Phakopsora pachyrhizi, the etiologic agent 
of soybean rust. The used experimental design was completely randomized in a 
bifactorial scheme (5 treatments x 5 time of collection material), being treatments, was 
consisting of potassium phosphite 0.002% (Ultra K 10®), manganese phosphite 
0.002% (Ultra Mn 10®), copper phosphite 0.002% (Cubo 700®), Acibenzolar-S-Methyl 
(0.005%) and untreated plants (distilled water), with four replications. The experiment 
was conducted at the Federal Technological University of Paraná (UTFPR), located in 
Dois Vizinhos – PR, in the greenhouse. The soybean cultivar used was Nidera 5909, 
seeded in10 liter capacity vases. The plants was conducted up to the phenological 
stage R1 (beginning of flowering) moment of was receiving the treatments. Before and 
after the application of treatments, samples was taken of plant material for biochemical 
analysis, at intervals of 24, 48, 96 and 192 hours. The inoculation of the asiatic rust 
spores was carried out in 48 hours after treatment application. Assessed whether the 
activity of three enzymes related to activation SAR, phenylalanine ammonia-lyase 
(FAL), chitinase and β-1,3 glucanase. The results demonstrated that the base 
phosphite of potassium, copper, manganese and ASM, has capacity to activate 
enzymes related to pathogenicity, thereby sensitizing the activation of Systemic 
Acquired Resistance in soybean plants. Such activations present specificity of action, 
which was found at different activation time of the protection of plants and act in 
different defense mechanisms, both the route of phenylpropanoids by activating the 
FAL, or hydrolytic enzymes, demonstrated by activation of chitinase and β-1,3 
glucanase. 
 
Key words: Glycine max, systemic acquired resistance, alternative control. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 A soja (Glycine max) se expandiu no Brasil a partir de 1970, pela indústria de 

óleo e a demanda do mercado internacional.  Atualmente, o Brasil se encontra como 

segundo maior produtor mundial da cultura, havendo potencial para expansão 

territorial (CONAB, 2015). 

 A produtividade é afetada por inúmeros fatores, sendo as doenças, 

responsáveis pela redução de 15 a 20%, podendo chegar a 100% de perdas. A 

ferrugem asiática (Phakopsora pachyrhizi) é a doença mais danosa, causando 

desfolha precoce e comprometendo o enchimento de vagem e o peso de grãos 

(EMBRAPA, 2013). 

 Com o uso intensivo de fungicidas no controle de doenças, populações 

resistentes de fitopatógenos foram selecionadas no campo (XAVIER et al., 2013; 

SCHMITZ et al., 2014). Nesse sentido, a eficiência de fungicidas vem diminuindo, 

variando de 59 a 69%, de acordo com pesquisas realizadas na safra 2014/15 

(GODOY, et al. 2015). 

  Assim, diversos trabalhos vêm sendo desenvolvidos, associando aos 

fungicidas, indutores de resistência como o Acibenzolar-S-Metil (DEBONA et al., 2009; 

CARVALHO et al., 2013) ou ainda, mais recentemente, produtos como os fosfitos, na 

busca de melhorar a eficiência dos fungicidas no controle de doenças, seja pela ação 

direta sobre os patógenos ou de indução de resistência (CARMONA; SAUTUA, 2011; 

NEVES; BLUM, 2014). 

O fosfito (P2O5 – pentóxido de fósforo) origina-se da reação de neutralização 

do ácido fosforoso (H3PO3) por uma base, onde a planta o absorve rapidamente. A 

base indicará o fosfito que será formado, como o hidróxido de potássio que forma o 

fosfito de potássio (MENEGHETTI, 2009).  

Inicialmente os fosfitos foram estudados como fertilizantes, baseados em 

fosfitos de Cálcio (Ca), Magnésio (Mg) e Potássio (K), por serem fontes de nutrientes 

nos cultivos. Posteriormente, descobriu-se o controle de doenças radiculares, inibindo 

o fungo Phytophtora e ativando o sistema de defesa vegetal (LOVATT; MIKKELSEN,  

2006). 



10 

 

 As plantas possuem o poder de reagir às agressões das doenças, mediante as 

respostas de defesa, as quais são ativados pela interação de uma molécula elicitora 

ou indutora, e as proteínas da membrana da célula vegetal. Essas respostas estão 

associadas a reações bioquímicas e fisiológicas, as quais promovem a defesa vegetal, 

sendo denominada de indução de resistência (DIAS; RANGEL, 2007). 

 Dentre as enzimas que atuam na ativação, estão a fenilalanina amônia-liase, a 

qual atua na rota dos fenilpropanóides na síntese de compostos fenólicos, como as 

fitoalexinas, e a síntese de lignina. Ainda, a β-1,3 glucanase e a quitinase, enzimas 

hidroliticas que atuam na degradação da parede celular do patógeno, dificultando ou 

impedindo sua ação patogênica, bem como estão diretamente relacionadas à ativação 

da RSA (DURRAN; DONG, 2004; LABANCA, 2002). 

 O efeito dos fosfitos na cultura da soja ainda é carente de informações, 

considerando seu potencial como indutor de resistência, havendo a necessidade de 

informações que permitam demonstrar a efetividade de sua capacidade de ativação 

de rotas de defesas vegetais. 

 O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial dos fosfitos a base 

de potássio, cobre, manganês e o ASM, no comportamento das enzimas relacionadas 

à patogenicidade, e com isso o processo de ativação da Resistência Sistêmica 

Adquirida em plantas de soja. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 A SOJA (Glycine max) 

 

 

Planta melhorada por cientistas da antiga China, a soja hoje cultivada é 

diferente de seus ancestrais, a qual se desenvolvia ao longo do Rio Yangtse. A 

evolução foi permitida por cruzamentos naturais entre duas espécies selvagens que 

foram melhoradas e domesticadas. Introduzida no Brasil via Estados Unidos, em 

1882, seus estudos eram considerados como uma planta forrageira, produzindo grãos 

eventualmente para a alimentação de animais. O primeiro registro do plantio no Brasil 

foi em 1914, no município de Santa Rosa – RS, porém, somente 40 anos depois que 

passou a destacar-se economicamente (EMBRAPA, 2002). 

A exploração da oleaginosa se iniciou na região Sul do país, sendo encontrada 

atualmente nos mais variados ambientes, como o cultivo no Cerrado (FREITAS, 2011, 

p. 01). Por ser a principal commodity agrícola do país, possivelmente por alcançar 

quase 50% dos créditos financiados para lavouras de oleaginosas, a s região Centro-

Oeste é a maior produtora do país, seguida pela região Sul e Nordeste (CONAB, 

2015). Além da contribuição com uma parcela significativa das exportações, inúmeras 

famílias das mais diversas classes econômicas dependem diretamente da sua 

produção, pela geração de empregos no complexo de produção, transporte e 

industrialização (FARIAS; NEPOMUCENO; NEUMAIER, 2007). 

As exportações totais foram estimadas em 50 milhões de toneladas para a safra 

2014/2015, com a produção estimada de 96,27 milhões de toneladas, 3,44 milhões 

de toneladas foi o estoque de soja em grãos devido ao aumento das exportações. A 

região Sul do Brasil é a segunda maior produtora pelas condições de temperatura e 

regime de chuvas adequadas. No Paraná, com a melhora do clima ligado ao pacote 

tecnológico, a produção passou de 2.950Kg ha-1 na safra 2014, para 3.294Kg ha-‘ na 

safra 2015 (CONAB, 2015). 

Segundo uma estimativa do último levantamento da CONAB de 2016, a área 

plantada aumentou de 31 milhões de hectares na safra 2014/2015 para 33,2 milhões 

de hectares na safra 2015/2016. Quanto a produção da cultura, a safra 2015/2016 

atingiu 95,43 milhões de toneladas, registrado em setembro de 2016 (CONAB, 2016). 
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A soja é conhecida pela extração do óleo vegetal, rico em ácidos graxos e poli-

insaturados, e da formação do farelo, o qual possui alto teor proteico, variando de 44 

a 48%, usado basicamente para suplementação na alimentação animal (MISSÃO, 

2006, p. 10). 

 

 

2.2 FERRUGEM ASIÁTICA (Phakopsora pachyrhizi)  

 

 

Doença mais severa da cultura da soja, causada pelo fungo Phakopsora 

pachyrhizi, identificada no Brasil em 2001, a ferrugem asiática causa desfolhamento 

precoce impedindo a completa formação dos grãos e afetando diretamente a 

produtividade da mesma (GODOY; MEYER, 2014).  

Inicialmente, os sintomas da doença se apresentam como lesões foliares, com 

a presença de urédias que posteriormente irão se abrir e liberar os uredosporos (forma 

de disseminação), ocasionando desfolha precoce (GODOY, et al. 2016). Os 

uredosporos possuem coloração cristalina inicialmente, onde posteriormente tornam-

se beges, sendo acumulados em torno dos poros ou são disseminados pelo vento, 

transmitindo a doença para lavouras próximas. As urédias que cessam a esporulação 

apresentam as pústulas, com poros abertos, onde permite a diferenciação de outras 

doenças que também formam alo amarelado, como a mancha parda (Septoria 

Glycines) (YORINORI; PAIVA, 2002). 

As urédias, conhecidas também como pústulas, inicialmente possuem a 

coloração castanho-claro e avançam a uma coloração castanho-escuro, como mostra 

a figura 1, onde posteriormente abrem um microporo para a liberação dos 

uredosporos, que se acumulam em torno do poro e são carregados pelo vento, 

permitindo assim a disseminação da doença (VIDOR, C. et al, 2003). 

A sintomatologia se faz presente desde os estádios vegetativos da soja, mesmo 

que mais frequente no período de florescimento até o final do período de enchimento 

de grãos, afetando diretamente o peso final do grão. Inicialmente as pústulas globosas 

são de tamanhos reduzidos e as lesões formadas classificam-se em TAN (sem a 

formação de necroses foliares ao redor da estrutura) e RB (reddish brown, necrose 

visível com formato angular delimitando as nervuras) (UGALDE, 2005, p. 06).  
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 Populações menos sensíveis ao grupo de fungicidas inibidores da biossíntese 

do ergosterol estão sendo observadas desde 2007/08, devendo priorizar estratégias 

antirresistência, preservando novas moléculas antifúngicas (GODOY; MEYER, 2014). 

Segundo o levantamento da safra 2015/2016, quanto a eficiência de fungicidas no 

controle da ferrugem asiática, recomenda-se a utilização de estratégias 

antirresistência do fitopatógeno, assim como não aplicar o mesmo fungicida mais que 

duas vezes em sequência (GODOY, et al. 2016). Outro meio alternativo de controle 

que vêm sido estudado nos últimos anos é o uso de fosfitos no controle de doenças 

em diversas culturas, associados ou não a fungicidas, onde vêm promovendo maior 

eficiência, além de não possuirem efeito residual, ou seja, não afeta o meio ambiente. 

 

 

Figura 1 – Sintoma visual da ferrugem asiática 

Fonte: O autor (2016). 

 

2.3 FOSFITOS 

 

 

 Uma substância é classificada como fungicida quando apresenta toxicidade 

sobre o patógeno que se deseja controlar.  Usualmente é realizada a associação da 
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palavra fungicida com a morte do fungo. Entretanto, há substâncias que exercem o 

controle do fungo inibindo o crescimento micelial ou a esporulação, sendo chamadas 

de substâncias fungistáticas ou antiesporulantes. Em 1970, na França, foi descoberto 

que os fosfitos possuem propriedades antifúngicas, por meio de estudos com Fosetyl-

Al sobre a requeima da batata, pelo fungo Phytophthora infestans (CARMONA; 

SAUTUA, 2011). 

Os fosfitos P2O5 (pentóxido de fósforo) são translocados na planta pelo xilema 

e posteriormente pelo floema, pela neutralização do ácido fosforoso H3PO3 por uma 

base (hidróxido de potássio, hidróxido de amônio ou hidróxido de sódio), formando 

fosfito de potássio, por exemplo. Devido ao alto grau de mobilidade e solubilidade, são 

rapidamente absorvidos pela planta com deslocamento pelas membranas, 

favorecendo uma diversidade de métodos de aplicação, de acordo com a estrutura da 

planta e o patógeno a ser controlado (MENEGHETTI, 2009, p. 20).  

Segundo Neves (2006), os fosfitos possuem influência na severidade da 

ferrugem asiática a qual avança de forma mais lenta. O seu uso torna-se uma 

alternativa o seu uso para o controle de doenças, pela estimulação da defesa na 

planta, em virtude da rápida absorção, alta sistemicidade, aumento da qualidade 

nutricional, baixo custo e efetividade de controle, podendo ser uma ferramenta no 

controle da ferrugem asiática (MENEGUETTI, 2009, p. 22).  

 

 

2.4 INDUÇÃO DE RESISTÊNCIA  

 

 

 O significado da indução de resistência indica um fenômeno ativo que provoca 

resistência sistêmica em plantas suscetíveis. Podem envolver uma ou mais vias 

metabólicas. O termo “mecanismos de defesa ativados” pode ser usado se os 

indutores são organismos patogênicos ou produtos químicos não patogênicos 

(TUZUN; BENT, 2006). Como a resistência induzida aumenta essa atividade de 

determinadas rotas metabólicas específicas, pode ser confirmado o estado de indução 

de plantas expostas a agentes indutores por meio de enzimas-chaves que atuam na 

resistência de plantas contra patógenos (MACAGNAN et al., 2008, p. 34).  

 Para que se tenha uma resistência eficaz, as unidades devem possuir todos os 

genes necessários e que todos os tratamentos sejam capazes de ativar rotas de 
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defesa diretamente, sensibilizando a planta de tal maneira que permita a expressão 

rápida de um vasto conjunto de defesas após a infecção pelo patógeno (WALTERS; 

NEWTON; LYON, 2007, p. 01). Sua característica é a redução da taxa de epidemia 

devido à diminuição do número e tamanho das lesões, diminuição da produção de 

esporos e aumento do período latente. Como consequência, torna-se reduzida a 

quantidade de inóculo, subsequente têm-se a queda da intensidade da doença 

(WANG; SILVA, 1992 apud SILVA; JULIATTI; SILVA, 2007).  

 Dentro da indução de resistência, pode-se citar a indução de resistência 

sistêmica adquirida, sistêmico e manifesta-se em locais diferentes do inoculado, 

deixando a planta em estado de alerta. Outra forma é a resistência sistêmica induzida, 

a qual depende de um agente indutor, ocasionada por agentes necrotróficos e que 

provocam intensos danos celulares (CAMARGO, 2011). 

 

 

2.5 RESISTÊNCIA SISTÊMICA ADQUIRIDA 

 

 

A Resistência Sistêmica Adquirida (RSA) é um mecanismo de defesa induzido, 

que proporciona proteção de longa duração contra uma ampla diversidade de 

microrganismos. Sua ação é descrita pela expressão de genes que codificam 

respostas da planta ao ataque de patógenos (DURRAN; DONG, 2004).  

Esse mecanismo é realizado por meio do sítio de infecção que promove a 

necrose o qual irá liberar um sinal, sendo manifestado ou produzido, que explica a 

resistência sistêmica adquirida, gerando a indução de reações de defesa na planta 

contra agressões subsequentes. Esse método diferencia-se da Indução de 

Resistência Induzida (RSI) em que o indutor não provoca sintomas, como a necrose, 

porém, ocorre a indução da planta sistemicamente (SILVA et al., 2008, p.10). 

 Para desencadear os processos de defesa a planta inicia com o 

reconhecimento do patógeno, liberando sinais exógenos, passando continuamente 

por mecanismos de transdução desses sinais, altera-se o metabolismo celular vegetal 

em consequência a uma extensa reprogramação, modificando a atividade gênica 

(WALTERS; NEWTON; LYON, 2007, p. 01). Posteriormente há um aumento dos 

sinalizadores responsáveis pela síntese de substâncias de defesa, como o ácido 

salicílico, ácido jasmônico e etileno. Em seguida, ocorrem respostas de defesa, 
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divididas em barreiras bioquímicas e estruturais, ambas pré e/ou pós-formados quanto 

à chegada do patógeno (FILHO, 2003; SILVA et. al.; 2008, p. 19). 

 Como barreiras estruturais pré-formadas pode-se citar cutículas, tricomas, 

vasos condutores e estômatos, e como pós-formadas a lignificação, formação de 

papilas e suberificação. As barreiras bioquímicas pré-formadas abrangem a produção 

de fenóis, glicosídeos cianogênicos e fenólicos, alcalóides, fototoxinas, inibidores 

proteicos e β-1,3 glucanases. Jápós-formadas, há o acúmulo de fitoalexinas e 

proteínas PR (relacionadas a patogênese), ou formação de radicais livres. A atuação 

desses mecanismos possuem o propósito de evitar ou atrasar a entrada de 

microrganismos na planta, assim como a criação de condições adversas à 

colonização do patógeno nos tecidos vegetais (SILVA et. al., 2008, p.19; 

PASCHOLATI; LEITE, 1995). 

 

 

2.6 FENILALANINA AMÔNIA-LIASE (FAL) 

 

 

 A RSA possui proteínas relacionadas à patogenicidade, como a fenilalanina 

amônia-liase, responsáveis pelo acúmulo de lignina no tecido adjacente ao local de 

penetração do patógeno (DURRAN; DONG, 2004). A formação de lignina pode-se dar 

pela ligação de hidroxicinimatos, por meio da esterificação, servindo como apoio para 

a posterior formação da lignina, pela polimerização de radicais livres que irão se ligar 

(STRACK, 1997). Formando a lignina e em tecidos com resistência induzida, vai 

promover uma alteração qualitativa de fenóis formados, oferecendo maior qualidade 

nas reações de defesa (LABANCA, 2002, p.29). 

O aumento da FAL promove um aumento da síntese de fenilalanina, 

provocando um aumento do coumarato. O coumarato pode permanecer na via dos 

fenilpropanóides ou incrementar a síntese de lignina, como pode desviar-se para 

produção de outros fenóis. Esse processo é possível porque a FAL alimenta outras 

vias metabólicas (LABANCA, 2002, p.29). 

Segundo Silva, et al (2007), na indução de resistência em tomateiro por extratos 

aquosos, enzimas de fenilalanina amônia-liase, polifenoloxidase e quitinase, 

diminuíram as atividades do patógeno (Ralstonia solanacearum), no controle da 

murcha bacteriana, em plantas tratadas com indutores e inoculadas com a bactéria. 
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2.7 ENZIMAS HIDROLÍTICAS RELACIONADAS À PATOGENICIDADE 

 

 

Dentre as inúmeras enzimas hidrolíticas relacionadas à patogenicidade as 

quitinases e as β-1,3 glucanases são as mais atuantes, possuindo envolvimento com 

a rota da síntese das fitoalexinas como a fenilalanina amônia-liase, citada 

anteriormente (DURRAN; DONG, 2004). Essas enzimas degradam as paredes 

celulares do patógeno pela ação hidrolítica que os mesmos possuem, quebrando 

polímeros estruturais, de quitina e glucana, respectivamente, restringindo o seu 

desenvolvimento, possivelmente pelo potencial antimicrobiano (LABANCA, 2002). O 

aumento da concentração de quitinases e β-1,3 glucanases possuem relação direta 

com a resistência local e sistêmica, sendo observada em diferentes interações 

patógeno-hospedeiro, indicando que as hidrolases podem atuar na limitação do 

patógeno (GUZZO, 2004, p. 160).  

Conforme os resultados obtidos por Guzzo (2004), as proteínas-RP, 

especificamente quitinases e β-1,3 glucanases, podem reduzir a incidência do 

patógeno nas plantas de cafeeiro, supostamente pelo controle do desenvolvimento da 

Hemileia vastatrix, responsável pela ferrugem alaranjada. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 LOCAL DE EXECUÇÃO 

 

 

O experimento foi conduzido em casa de vegetação, na Universidade 

Tecnológica Federal do Paraná – UTFPR, Campus Dois Vizinhos, localizada na região 

Sudoeste do Paraná, a qual se encontra a 509 metros de altitude, pertencendo ao 3º 

Planalto Paranaense com clima Cfa (Subtropical úmido mesotérmico). As análises 

bioquímicas foram realizadas no Laboratório de Fitopatologia da instituição.   

 

 

3.2 OBTENÇÃO E PREPARO DO INÓCULO DO PATÓGENO 

 

 

 A coleta do patógeno para posterior inoculação, foi proveniente de folhas 

infectadas presentes em lavouras do campus, em um estádio de desenvolvimento 

avançado, onde retirou-se folhas com sintomas visuais e alocou-se em caixas gerbox 

contendo papel filtro umedecido com água destilada, para o estabelecimento de 

câmera úmida, mantido a 26 ºC em BOD (Biochemical Oxygen Demand) com 

fotoperíodo de 12 horas, promovendo ambiente favorável para a esporulação.  

Preparou-se a solução de esporos, de P. pachyrhizi na concentração de 0,9 x 105 

uredinosporos mL-1, dispersos em água destilada com Tween (0,5%) e aplicado 48 

horas após a aplicação de todos os tratamentos. 

 

 

3.3 CONDUÇÃO DO EXPERIMENTO 

 

 

A cultivar de soja utilizada foi a NIDERA 5909 (convencional), com peso de mil 

grãos totalizando 179 gramas. A escolha baseou-se na cultivar mais utilizada na 

região. A soja foi semeada em vasos de 10 litros contendo solo classificado em 

latossolo vermelho, os quais foram acomodados em bancadas em casa de vegetação 
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automatizada, dispondo de irrigação por gotejamento do tipo espaguete. A taxa de 

semeadura foi de 10 sementes por vaso, com posterior raleio em estádio V5, 

passando para 6 plantas por vaso, como mostra a figura 2. As sementes não tiveram 

nenhum tratamento químico, para não haver efeito dos produtos na ativação de 

resistência das plantas.  

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema 

bifatorial (5 tratamentos x 5 tempos de coleta de material), sendo os tratamentos, 

constituídos de fosfito de potássio 0,002% (Ultra K®), fosfito de manganês 0,002% 

(Ultra Mn®), fosfito de cobre 0,002% (Cubo®), Acibenzolar-S-Metil (0,005%) e a 

testemunha (água destilada), em quatro repetições.  A aplicação foi via micro-

aspersão na parte aérea da planta, sendo 2mL planta-1, considerando uma na dose 

de 150L ha-1. 

Ao atingir o estádio fenológico R1 (início do florescimento), foi realizada a 

primeira coleta do material vegetal e subsequente, a aplicação de todos os 

tratamentos. Em intervalos de 24, 48, 96 e 192 foram realizadas as demais coletas do 

material, sendo que, em 48 horas antes da coleta, foi efetuada a inoculação dos 

esporos de P. Pachyrhizi, em todos os tratamentos. 

 Para retirada do material vegetal, priorizou-se a escolha de folhas sadias e não 

injuriadas no terço médio da planta, coletando 2 folhas por planta, sendo essas com 

o peso em torno de 0,1 grama, as quais foram acondicionadas em papel alumínio e 

armazenadas em freezer, para posterior análises bioquímicas.  
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Figura 2 – Soja em V4, momento do raleio 

Fonte: O autor (2016). 

 

 

3.4 ANÁLISES BIOQUÍMICAS  

 

 

As amostras de tecido foliar coletadas na casa de vegetação, incialmente 

congeladas, foram maceradas em almofariz com 5mL de solução tampão borato de 

sódio 0,1 M (pH 8,8), juntamente com 0,3 g de micropérolas de vidro, 0,2 g de resina 

Dowex 1-X8 e 0,3 g de Polivinilpolipirolidona (PVPP). Posteriormente, o material foi 

centrifugado (20.000g / 30 min a 4 ºC) e o sobrenadante coletado, para quantificação 

das proteínas totais, fenilalanina amônia-liase, quitinase e β-1,3-glucanase. 

Utilizou-se o teste de BRADFORD (1976) para quantificação do conteúdo total 

de proteínas nas amostras. A leitura foi realizada em espectofotômetro, a 595nm, com 

soro albumina bovina como padrão. 

A determinação da atividade da fenilalanina amônia-liase (FAL) foi de acordo 

com a metodologia descrita por Kuhn (2007, p.47), por meio da quantificação 



21 

 

colorimétrica do ácido trans-ciânico liberado do substrato fenilalanina. Utilizou-se 

0,25g da amostra juntamente com 3,0mL do tampão TRIS – HCl pH 8,0 

acondicionados em tubos ependorfe e centrifugado por 10 min a 4 ºC a 6000rpm, 

subsequente uma alíquota de 200μL foi repassada por tubo de ensaio, com mais 

3,0mL do tampão de extração, onde a solução foi agitada em vortéx, obtendo-se 

assim, o extrato enzimático. Deste extrato, transferiu-se 1,5mL para outro tubo de 

ensaio, com mais 1,0mL do tampão de extração e 0,5mL de fenilalanina. Agitou-se 

novamente em vórtex para homogeneização. Logo após, os tubos foram incubados 

em banho-maria por 45 min a 40 ºC, ao retirar, colocou-se em banho-maria de gelo 

por 5 min para interromper a reação e assim realizar a leitura em espectrofotômetro a 

290 nm. 

 Para dosagem das atividades de quitinase, seguiu-se os procedimentos 

descritos por Wirth e Wolf (1992), com o uso de 200 µL de “CM-chitin-RBV” (2,0 mg 

mL-1), 200 µL do sobrenadante e 600 µL de tampão acetato. Posteriormente, incubado 

por 20 minutos em uma temperatura de 40 ºC, onde em seguida paralisou-se a reação 

com a adição de 200 µL da solução de HCl 1,0 M. Avaliou-se a atividade através da 

liberação de oligômeros solúveis de “chitin-azure”, a partir de quitina carboximetilada 

marcada com remazol brilhante violeta 5R -RBV (Sigma Aldrich®), oriunda da quitina 

carboximetilada marcada pelo remazol brilhante violeta. A leitura foi feita em 

espectofotômetro a 595 nm. 

Para determinação das atividades de β-1,3-glucanase nos extratos utilizou-se 

a metodologia de Wirth e Wolf (1992), utilizando como substrato curdlan-remazol azul 

brilhante (Sigma Aldrich® - 4 mg.ml-1), com o uso de 200 µL do sobrenadante, 600 µL 

de tampão acetato e 200 µL de CM-curdlan-RBB (4,0 mg mL-1). Posteriormente 

incubou-se durante 20 minutos a 40 ºC, adicionando 200 µL da solução de HCl 1,0 M 

para paralisação da reação. Em seguida, foi resfriado em gelo e centrifugado a 10.000 

g por 5 minutos e realizada a leitura em espectofotômetro a 550 nm.  
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Figura 3 – Análises bioquímicas: Maceração das amostras (A), material vegetal após 

a centrifugação (B), leitura da absorbância em espectofotômetro (C e D) 

Fonte: O autor (2016). 

 

 

3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

 Os resultados foram avaliados quanto à homogeneidade de variância, e 

posteriormente submetidos análise de variância e quando significativos agrupados 

pelo teste de médias, devido aos tratamentos serem qualitativos e aos tempos serem 

distintos, ou seja, definidos, onde não se avalia ao longo do tempo e sim em tempos 

fixos, tornando-se também qualitativos. O teste utilizado foi o Scott-knott a 5% de 

probabilidade de erro  com uso do programa estatístico Assistat Versão 7.7 beta.   
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 Os resultados demonstraram interação significativa entre os fatores avaliados. 

Em 24 horas os produtos já demonstraram interferência na atividade da fenilalanina 

amônia-liase (FAL), sendo que o tratamento realizado com fosfito a base de cobre e 

manganês já demonstraram maiores níveis da enzima, diferindo da testemunha os 

fosfitos de potássio e o ASM (menor nível de ativação enzimática) (Gráfico 1). Com 

48 horas ocorreu o pico de atividade de todos produtos, diferindo da testemunha o 

fosfito de cobre e manganês. Já com 96 e 192 horas, o único indutor que manteve 

níveis mais elevados da enzima foi o fosfito de cobre, estatisticamente diferente de 

todos os tratamentos. 

  

Gráfico 1 - Atividade da enzima fenilalanina amônia-liase (FAL) em plantas de soja submetidas a 
aplicações de diferentes tratamentos e coletadas em intervalos de 0 (tempo inicial), 24, 48, 96 e 192 
horas após aplicação. Barras na vertical indicam erro padrão. Letras minúsculas distintas diferem entre 
si nos tratamentos, letras maiúsculas distintas diferem entre si nos tempos de coleta, pelo teste de 
Scott- Knott a 5% de probabilidade de erro. Dados foram transformados utilizando raiz quadrada (√). 
CV = 19,2%. UTFPR - Dois Vizinhos, 2016.  
Fonte: O autor (2016). 

 

 

 Tais resultados demonstram que os indutores possuem capacidade de ativar a 

rota de defesa vegetal dos fenilpropanóides para produção de compostos de defesa. 

Possivelmente, no caso do fosfito a base de cobre, ocorreu uma potencialização da 

ativação dessa rota, pois no produto comercial (Cubo®), além da presença de fosfito 
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de cobre na composição, existem aminoácidos, que são cofatores, os quais podem 

ter ação na rota dos fenilpropanóides, ou até mesmo possam servir de substrato para 

a constituição de aminoácidos necessários para a ativação da rota. 

 Em um estudo realizado por Meneghetti, et al. (2010), verificou-se a ineficiência 

do uso de fosfitos quanto a ativação de mecanismos de defesa da soja contra a 

ferrugem asiática (P. pachyrhizi), por não possuirem interação significativa dos 

tratamentos com a severidade da doença, número de pústulas.cm-2 e pela Área 

Abaixo da Curva de Progresso da Doença (AACPD). 

 A literatura é carente de informações que permitam comparar os resultados, 

quando se faz o uso de fosfitos em soja e o comportamento enzimático da FAL, o que 

nos remete a comparação em outras culturas.    

Estudos conduzidos por Monteiro et al. (2014) demonstraram que o fosfito de 

manganês possui a capacidade de redução da intensidade da ferrugem no cafeeiro, 

pela indução da transcrição de genes de defesa, como a FAL e o β-1,3 glucanase. No 

entanto, para o controle da podridão olho de boi em maçã, a FAL não foi induzida pelo 

uso de fosfito de potássio, segundo um estudo realizado por Spolti et al. (2015). 

 A atividade da quitinase com 24 horas, o tratamento contendo ASM, ativou a 

enzima hidrolítica quitinase, mantendo-se elevado até 48 horas. Na coleta em 48 

horas todos os tratamentos apresentaram os maiores valores de atividade enzimática 

de quitinase (Gráfico 2). Para o fosfito de cobre, a maior atividade ocorreu com 48 

horas mantendo-se ativado até 192 horas. Esses resultados demonstram que todos 

os produtos possuem o potencial de ativar a enzima hidrolitica quitinase, tal fato 

constata que as respostas ocorreram como processo de defesa ao patógeno 

inoculado, no caso a ferrugem rica em quitina em sua parede celular. 
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Gráfico 2 - Atividade da enzima quitinase em plantas de soja submetidas a aplicações de diferentes 
tratamentos e coletadas em intervalos de 0 (tempo inicial), 24, 48, 96 e 192 horas após aplicação. 
Barras na vertical indicam erro padrão. Letras minúsculas distintas diferem entre si nos tratamentos, 
letras maiúsculas distintas diferem entre si nos tempos de coleta, pelo teste de Scott-Knott a 5% de 
probabilidade de erro. Dados foram transformados utilizando raiz quadrada (√). CV = 20,6%. UTFPR - 
Dois Vizinhos, 2016. 
Fonte: O autor (2016). 
 

 
 

Da mesma forma que na enzima FAL, a literatura não permite comparações da 

atividade da quitinase na cultura da soja, o que demonstra a necessidade de 

investigações como tal. De acordo com Nascimento et. al (2016), a atividade da 

quitinase possui maior ativação pelo ASM, quando comparada ao fosfito de potássio 

e o silício, no controle da mancha marrom em arroz. Entretanto, para Pereira (2009), 

houve um aumento da atividade da quitinase com o uso de diferentes doses de fosfito 

de potássio, no controle do míldio na videira. Para Roma (2013), houve redução da 

quitinase no uso de fosfito em diferentes concentrações, para o controle do micélio do 

patógeno (Rhizopus stolonifer) em bagas de uva, como hospedeira.  

Para enzima β-1,3 glucanase, o fosfito a base de manganês demonstrou maior 

atividade com 48 horas, já para o ASM com 96 horas, e o fosfito a base de cobre com 

192 horas (Gráfico 3). Esses resultados demonstram que todos os produtos 

apresentam capacidade de ativar a β-1,3 glucanase, sendo que o comportamento é 

distinto em relação ao tempo de indução, fato característico considerando as  

diferentes composições dos produtos. 



26 

 

 

Gráfico 3 - Atividade da enzima β-1,3 glucanase em plantas de soja submetidas a aplicações de 
diferentes tratamentos e coletadas em intervalos de 0 (tempo inicial), 24, 48, 96 e 192 horas após 
aplicação. Barras na vertical indicam erro padrão. Letras minúsculas distintas diferem entre si nos 
tratamentos, letras maiúsculas distintas diferem entre si nos tempos de coleta, pelo teste de Scott-Knott 
a 5% de probabilidade de erro. Dados foram transformados utilizando raiz quadrada (√). CV = 13,6%. 
UTFPR - Dois Vizinhos, 2016. 
Fonte: Autor (2016). 

 

 

Importante também ressaltar que os produtos não priorizam somente uma rota 

de defesa, pois além de ocorrer a atividade da quitinase ocorreu a da β-1,3 glucanase, 

ambos mecanismos importantes na degradação da quitina e glucana presentes na 

parede celular do patógeno. Segundo Nascimento et. al (2016), a ativação da β-1,3 

glucanase foi significativamente maior utilizando ASM, quando comparado ao fosfito 

de potássio e ao silício, no controle da mancha marrom (Bipolaris oryzae) em arroz. 

Já para Monteiro (2011), o fosfito de manganês induziu maior atividade da β-1,3 

glucanase a partir da inoculação de Hemileia vastatrix, aos 8 e 9 DAP, havendo maior 

atividade antes da inoculação. 

 Os resultados nos permite afirmar que os mecanismos de defesa estudados 

foram eficientemente ativados, seja a rota dos fenilpropanoides ou a ativação de 

enzimas hidroliticas. 

 Dessa forma, os resultados nos remetem para novos estudos, considerando o 

potencial desses produtos na ativação de mecanismos de defesa, se efetivamente 

constituem mecanismos de que permitam a redução da incidência ou severidade da 

doença.  
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5 CONCLUSÕES 

 

 

 O fosfito a base de manganês possuiu maior interferência na atividade da 

fenilalanina amônia-liase e enzima hidrolítica β-1,3 glucanase, com um pico de 

ativação em 48 horas, para ambas. Quanto a enzima hidrolítica quitinase, o fosfito a 

base de cobre possuiu maior potencial de ativação, com pico de atividade em 48 

horas. Portanto, os fosfitos possuem capacidade de ativar enzimas relacionadas à 

patogenicidade, sendo que com isso demonstram ativação da Resistência Sistêmica 

Adquirida em plantas de soja. 

Tais ativações, demonstram que os fosfitos apresentam especificidade de 

ação, o que foi constatado em tempos distintos de ativação da defesa das plantas, 

bem como atuam em mecanismos distintos de defesa, seja a rota dos 

fenilpropanoides pela ativação da FAL, ou de enzimas hidrolíticas, demonstrado pela 

ativação da quitinase e β-1,3 glucanase. 
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