UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
CAMPUS DOIS VIZINHOS
BACHARELADO EM AGRONOMIA

JANAINA BRUZAMARELLO

POTENCIAL DE FOSFITOS NA INDUCAO DE RESISTENCIA
SISTEMICA ADQUIRIDA EM PLANTAS DE SOJA

TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO i

DOIS VIZINHOS
2016



JANAINA BRUZAMARELLO

POTENCIAL DE FOSFITOS NA INDUCAO DA RESISTENCIA
SISTEMICA ADQUIRIDA EM PLANTAS DE SOJA

Trabalho de Conclusdo de Curso de graduagéo,
apresentado a disciplina de Trabalho de Conclusao
de Curso Il, do Curso Superior de Agronomia da
Universidade Tecnolégica Federal do Parana —
UTFPR, como requisito parcial para obtencdo do
titulo de Engenheira Agrénoma.

Orientador: Prof. Dr. Sérgio Miguel Mazaro

DOIS VIZINHOS
2016



Ministério da Educacao

Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
Campus Dois Vizinhos
4 . . -~ - o A y
4’% % Diretoria de Graguagao e Educacéao Prof|$3|onal UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARAN
> Coordenacao do Curso de Agronomia

TERMO DE APROVACAO

POTENCIAL DE FOSFITOS NA INDUCAO DE RESISTENCIA SISTEMICA
ADQUIRIDA EM PLANTAS DE SOJA

por

JANAINA BRUZAMARELLO

Este Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC) foi apresentado em 17 de Outubro de
2016 como requisito parcial para a obtencdo do titulo de Engenheira Agrébnoma. A
candidata foi arguido pela Banca Examinadora composta pelos professores abaixo

assinados. Apos deliberacdo, a Banca Examinadora considerou o trabalho aprovado.

Prof. Orientador Sérgio Miguel Mazaro Membro titular Edson Bertoldo
UTFPR - Dois vizinhos UTFPR - Dois Vizinhos

Membro titular Lilian de Souza Vismara
UTFPR - Dois Vizinhos

Coordenador do Curso Lucas da Silva

Responsavel pelos Trabalhos Domingues
de Concluséo de Curso UTFPR — Dois Vizinhos

Angélica Signor Mendes




AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer primeiramente a Deus, por me abencoar e me iluminar
durante essa trajetoria. Agradecer aos meus pais, Julceu e Sandra, por me
proporcionar essa oportunidade de cursar 0 ensino superior, por me apoiarem em
todas as minhas escolhas, acreditando e confiando no meu potencial. Agradecer por
estarem ao meu lado acima de tudo, muito obrigada.

Ao professor Dr. Sérgio Miguel Mazaro, por todos 0s ensinamentos passados,
pelas orientacées, pela paciéncia. Es uma pessoa que admiro e respeito muito, desde
o inicio da graduacéo.

Agradecer ao meu namorado, Thiago Augusto Peron, por total apoio e
paciéncia em todos os momentos, comemorando nas vitorias e aconselhando nas
dificuldades, por me ajudar e estar ao meu lado sempre.

Aos meus amigos, em especial a landra e a Viviann, pelo companheirismo
desde o inicio, pelas ajudas em momentos que precisei e por saber que serdo pessoas
em que posso confiar.

A todos que de uma maneira ou de outra, estiveram do meu lado ou
contribuiram de alguma forma, fica aqui 0 meu muito obrigada.



EPIGRAFE

“Que vossos esforgos desafiem as impossibilidades, lembrai-vos de que as grandes
coisas do homem foram conquistadas do que parecia impossivel.”

(Charles Chaplin)



RESUMO

BRUZAMARELLO, Janaina. Potencial de Fosfitos na Inducdo da Resisténcia
Sistémica Adquirida em plantas de Soja. 2016. 29f. Trabalho de Concluséo de
Curso (Graduacdo em Agronomia) — Universidade Tecnologica Federal do Parana.
Dois Vizinhos, 2016.

O uso dos fosfitos vem demonstrando potencial no controle de doencas em diversas
culturas, tanto pelo seu efeito direto aos patdégenos quanto pela ativacdo da inducao
de resisténcia em plantas. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
de produtos a base de fosfitos de potassio, cobre e manganés, como também o indutor
comercial Acibenzolar-S-Metyl (ASM), na ativacdo da Resisténcia Sistémica Adquirida
(RSA) em plantas de soja, inoculadas com esporos do fungo Phakopsora pachyrhizi,
agente etioldgico da ferrugem asiatica. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, em esquema bifatorial (5 tratamentos x 5 tempos de coleta de material),
sendo os tratamentos, constituidos por fosfito de potassio 0,002% (Ultra K®), fosfito
de manganés 0,002% (Ultra Mn®), fosfito de cobre 0,002% (Cubo®), Acibenzolar-S-
Metil (0,005%) e a testemunha (agua destilada), em quatro repeticdes. O experimento
foi realizado na Universidade Tecnolégica Federal do Parana (UTFPR), Campus Dois
Vizinhos, em casa de vegetacdo. A cultivar de soja foi a Nidera 5909, semeada em
vasos com capacidade de 10 litros. As plantas foram conduzidas até o estadio
fenologico R1 (inicio do florescimento) momento em que receberam os tratamentos.
Antes e apds a aplicacado dos tratamentos, foram realizadas coletas de materiais
vegetais para as analises bioquimicas, em intervalos de 24, 48, 96 e 192 horas. A
inoculacdo dos esporos da ferrugem asiética foi realizada em 48 horas ap6s a
aplicacdo dos tratamentos Avaliou-se a atividade de trés enzimas relacionadas a
ativacdo da RSA, fenilalanina aménia-liase (FAL), quitinase e -1,3 glucanase.. Os
resultados demonstraram que os fosfitos a base de potassio, cobre, manganés e o
ASM, possuem capacidade de ativar enzimas relacionadas a patogenicidade,
sensibilizando assim a ativacdo da Resisténcia Sistémica Adquirida em plantas de
soja. Tais ativacdes apresentam especificidade de a¢édo, o que foi constatado em
tempos distintos de ativacdo da defesa das plantas, bem como atuam em mecanismos
distintos de defesa, seja na rota dos fenilpropanoides pela ativacdo da FAL, ou de
enzimas hidroliticas, demonstrado pela ativagdo da quitinase e -1,3 glucanase.

Palavras-chave: Glycine max, resisténcia sistémica adquirida, controle alternativo.



ABSTRACT

BRUZAMARELLO, Janaina. Phosphites potential for induction of Systemic
Acquired Resistance in Soybean plants. 2016. 29f. Term Paper (Graduate in
Agronomy) — Federal Technological University of Paran&. 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 Parana (UTFPR), located in
Dois Vizinhos — PR, in the greenhouse. The soybean cultivar used was Nidera 5909,
seeded inl0 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 B-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 -1,3
glucanase.

Key words: Glycine max, systemic acquired resistance, alternative control.
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1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max) se expandiu no Brasil a partir de 1970, pela industria de
6leo e a demanda do mercado internacional. Atualmente, o Brasil se encontra como
segundo maior produtor mundial da cultura, havendo potencial para expansao
territorial (CONAB, 2015).

A produtividade é afetada por inumeros fatores, sendo as doencgas,
responsaveis pela reducdo de 15 a 20%, podendo chegar a 100% de perdas. A
ferrugem asiética (Phakopsora pachyrhizi) € a doenca mais danosa, causando
desfolha precoce e comprometendo o enchimento de vagem e o peso de gréos
(EMBRAPA, 2013).

Com o uso intensivo de fungicidas no controle de doengas, populacdes
resistentes de fitopatégenos foram selecionadas no campo (XAVIER et al., 2013;
SCHMITZ et al., 2014). Nesse sentido, a eficiéncia 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 vém sendo desenvolvidos, associando aos
fungicidas, indutores de resisténcia 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 eficiéncia dos fungicidas no controle de doencas, seja pela acéo
direta sobre os patégenos ou de inducédo de resisténcia (CARMONA; SAUTUA, 2011,
NEVES; BLUM, 2014).

O fosfito (P20s — pentdxido de fésforo) origina-se da reacdo de neutralizacédo
do &cido fosforoso (H3sPOs) por uma base, onde a planta o absorve rapidamente. A
base indicara o fosfito que sera formado, como o hidréxido de potassio que forma o
fosfito de potassio (MENEGHETTI, 2009).

Inicialmente os fosfitos foram estudados como fertilizantes, baseados em
fosfitos de Calcio (Ca), Magnésio (Mg) e Potassio (K), por serem fontes de nutrientes
nos cultivos. Posteriormente, descobriu-se o controle de doencas radiculares, inibindo
o fungo Phytophtora e ativando o sistema de defesa vegetal (LOVATT; MIKKELSEN,
2006).
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As plantas possuem o poder de reagir as agressodes das doencgas, mediante as
respostas de defesa, as quais sdo ativados pela interacdo de uma molécula elicitora
ou indutora, e as proteinas da membrana da célula vegetal. Essas respostas estao
associadas a reac0es bioquimicas e fisioldgicas, as quais promovem a defesa vegetal,
sendo denominada de inducéo de resisténcia (DIAS; RANGEL, 2007).

Dentre as enzimas que atuam na ativagao, estao a fenilalanina amoénia-liase, a
qual atua na rota dos fenilpropanoides na sintese de compostos fendlicos, como as
fitoalexinas, e a sintese de lignina. Ainda, a $-1,3 glucanase e a quitinase, enzimas
hidroliticas que atuam na degradacéo da parede celular do patégeno, dificultando ou
impedindo sua acdo patogénica, bem como estdo diretamente relacionadas a ativacéao
da RSA (DURRAN; DONG, 2004; LABANCA, 2002).

O efeito dos fosfitos na cultura da soja ainda € carente de informacdes,
considerando seu potencial como indutor de resisténcia, havendo a necessidade de
informacgdes que permitam demonstrar a efetividade de sua capacidade de ativagéo
de rotas de defesas vegetais.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial dos fosfitos a base
de potassio, cobre, manganés e o ASM, no comportamento das enzimas relacionadas
a patogenicidade, e com isso 0 processo de ativacdo da Resisténcia Sistémica
Adquirida em plantas de soja.
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2 REVISAO 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
evolucédo 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 gréaos
eventualmente para a alimentac&o de animais. O primeiro registro do plantio no Brasil
foi em 1914, no municipio de Santa Rosa — RS, porém, somente 40 anos depois que
passou a destacar-se economicamente (EMBRAPA, 2002).

A exploracéo da oleaginosa se iniciou na regido Sul do pais, sendo encontrada
atualmente nos mais variados ambientes, como o cultivo no Cerrado (FREITAS, 2011,
p. 01). Por ser a principal commodity agricola do pais, possivelmente por alcancar
quase 50% dos créditos financiados para lavouras de oleaginosas, a s regido Centro-
Oeste € a maior produtora do pais, seguida pela regido Sul e Nordeste (CONAB,
2015). Além da contribuicdo com uma parcela significativa das exportacdes, inimeras
familias das mais diversas classes econémicas dependem diretamente da sua
producdo, pela geracdo de empregos no complexo de producdo, transporte e
industrializagdo (FARIAS; NEPOMUCENO; NEUMAIER, 2007).

As exportacdes totais foram estimadas em 50 milhdes de toneladas para a safra
2014/2015, com a producédo estimada de 96,27 milhdes de toneladas, 3,44 milhdes
de toneladas foi o estoque de soja em graos devido ao aumento das exportacdes. A
regido Sul do Brasil é a segunda maior produtora pelas condicbes de temperatura e
regime de chuvas adequadas. No Parana, com a melhora do clima ligado ao pacote
tecnologico, a producdo passou de 2.950Kg hal na safra 2014, para 3.294Kg ha- na
safra 2015 (CONAB, 2015).

Segundo uma estimativa do ultimo levantamento da CONAB de 2016, a area
plantada aumentou de 31 milhdes de hectares na safra 2014/2015 para 33,2 milhGes
de hectares na safra 2015/2016. Quanto a producdo da cultura, a safra 2015/2016
atingiu 95,43 milhdes de toneladas, registrado em setembro de 2016 (CONAB, 2016).



12

A soja é conhecida pela extracédo do 6leo vegetal, rico em acidos graxos e poli-
insaturados, e da formacao do farelo, o qual possui alto teor proteico, variando de 44
a 48%, usado basicamente para suplementacdo na alimentacdo animal (MISSAO,
2006, p. 10).

2.2 FERRUGEM ASIATICA (Phakopsora pachyrhizi)

Doenca mais severa da cultura da soja, causada pelo fungo Phakopsora
pachyrhizi, identificada no Brasil em 2001, a ferrugem asiatica causa desfolhamento
precoce impedindo a completa formacdo dos grdos e afetando diretamente a
produtividade da mesma (GODOY; MEYER, 2014).

Inicialmente, os sintomas da doenca se apresentam como lesdes foliares, com
a presenca de urédias que posteriormente irdo se abrir e liberar os uredosporos (forma
de disseminacéo), ocasionando desfolha precoce (GODOY, et al. 2016). Os
uredosporos possuem coloracao cristalina inicialmente, onde posteriormente tornam-
se beges, sendo acumulados em torno dos poros ou séo disseminados pelo vento,
transmitindo a doenca para lavouras proximas. As urédias que cessam a esporulacdo
apresentam as pustulas, com poros abertos, onde permite a diferenciacdo de outras
doengas que também formam alo amarelado, como a mancha parda (Septoria
Glycines) (YORINORI; PAIVA, 2002).

As urédias, conhecidas também como pustulas, inicialmente possuem a
coloracao castanho-claro e avancam a uma coloracdo castanho-escuro, como mostra
a figura 1, onde posteriormente abrem um microporo para a liberacdo dos
uredosporos, que se acumulam em torno do poro e sdo carregados pelo vento,
permitindo assim a disseminacao da doenca (VIDOR, C. et al, 2003).

A sintomatologia se faz presente desde os estadios vegetativos da soja, mesmo
gue mais frequente no periodo de florescimento até o final do periodo de enchimento
de gréos, afetando diretamente o peso final do gréo. Inicialmente as pustulas globosas
sédo de tamanhos reduzidos e as lesdes formadas classificam-se em TAN (sem a
formacéo de necroses foliares ao redor da estrutura) e RB (reddish brown, necrose

visivel com formato angular delimitando as nervuras) (UGALDE, 2005, p. 06).
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Populag6es menos sensiveis ao grupo de fungicidas inibidores da biossintese
do ergosterol estdo sendo observadas desde 2007/08, devendo priorizar estratégias
antirresisténcia, preservando novas moléculas antifungicas (GODOY; MEYER, 2014).
Segundo o levantamento da safra 2015/2016, quanto a eficiéncia de fungicidas no
controle da ferrugem asiatica, recomenda-se a utilizagdo de estratégias
antirresisténcia do fitopatdogeno, assim como ndo aplicar o mesmo fungicida mais que
duas vezes em sequéncia (GODOY, et al. 2016). Outro meio alternativo de controle
que vém sido estudado nos ultimos anos é o uso de fosfitos no controle de doencas
em diversas culturas, associados ou ndo a fungicidas, onde vém promovendo maior

eficiéncia, além de ndo possuirem efeito residual, ou seja, ndo afeta 0 meio ambiente.

i-
)
]
!
:

Figura 1 — Sintoma visual da ferrugem asiatica
Fonte: O autor (2016).

2.3 FOSFITOS

Uma substancia é classificada como fungicida quando apresenta toxicidade

sobre o0 patégeno que se deseja controlar. Usualmente é realizada a associacao da



14

palavra fungicida com a morte do fungo. Entretanto, h4 substancias que exercem o
controle do fungo inibindo o crescimento micelial ou a esporulagéo, sendo chamadas
de substancias fungistaticas ou antiesporulantes. Em 1970, na Franca, foi descoberto
gue os fosfitos possuem propriedades antifungicas, por meio de estudos com Fosetyl-
Al sobre a requeima da batata, pelo fungo Phytophthora infestans (CARMONA;
SAUTUA, 2011).

Os fosfitos P20s (pentdxido de fosforo) séo translocados na planta pelo xilema
e posteriormente pelo floema, pela neutralizacédo do acido fosforoso H3POs por uma
base (hidroxido de potassio, hidréxido de aménio ou hidréxido de sddio), formando
fosfito de potéssio, por exemplo. Devido ao alto grau de mobilidade e solubilidade, sé&o
rapidamente absorvidos pela planta com deslocamento pelas membranas,
favorecendo uma diversidade de métodos de aplicacédo, de acordo com a estrutura da
planta e o patégeno a ser controlado (MENEGHETTI, 2009, p. 20).

Segundo Neves (2006), os fosfitos possuem influéncia na severidade da
ferrugem asiatica a qual avanca de forma mais lenta. O seu uso torna-se uma
alternativa o seu uso para o controle de doencas, pela estimulacdo da defesa na
planta, em virtude da rapida absor¢do, alta sistemicidade, aumento da qualidade
nutricional, baixo custo e efetividade de controle, podendo ser uma ferramenta no
controle da ferrugem asiatica (MENEGUETT], 2009, p. 22).

2.4 INDUCAO DE RESISTENCIA

O significado da inducéo de resisténcia indica um fenbmeno ativo que provoca
resisténcia sistémica em plantas suscetiveis. Podem envolver uma ou mais vias
metabdlicas. O termo “mecanismos de defesa ativados” pode ser usado se os
indutores sdo organismos patogénicos ou produtos quimicos ndo patogénicos
(TUZUN; BENT, 2006). Como a resisténcia induzida aumenta essa atividade de
determinadas rotas metabdlicas especificas, pode ser confirmado o estado de indugéo
de plantas expostas a agentes indutores por meio de enzimas-chaves que atuam na
resisténcia de plantas contra patdgenos (MACAGNAN et al., 2008, p. 34).

Para que se tenha uma resisténcia eficaz, as unidades devem possuir todos 0s

genes necessarios e que todos os tratamentos sejam capazes de ativar rotas de



15

defesa diretamente, sensibilizando a planta de tal maneira que permita a expressao
rapida de um vasto conjunto de defesas ap0s a infeccao pelo patdogeno (WALTERS;
NEWTON; LYON, 2007, p. 01). Sua caracteristica € a reducédo da taxa de epidemia
devido a diminuicdo do niumero e tamanho das lesdes, diminuicdo da producéo de
esporos e aumento do periodo latente. Como consequéncia, torna-se reduzida a
quantidade de inoculo, subsequente tém-se a queda da intensidade da doenca
(WANG; SILVA, 1992 apud SILVA; JULIATTI; SILVA, 2007).

Dentro da inducdo de resisténcia, pode-se citar a inducdo de resisténcia
sistémica adquirida, sistémico e manifesta-se em locais diferentes do inoculado,
deixando a planta em estado de alerta. Outra forma é a resisténcia sistémica induzida,
a qual depende de um agente indutor, ocasionada por agentes necrotroficos e que

provocam intensos danos celulares (CAMARGO, 2011).

2.5 RESISTENCIA SISTEMICA ADQUIRIDA

A Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA) é um mecanismo de defesa induzido,
que proporciona protecdo de longa duracdo contra uma ampla diversidade de
microrganismos. Sua acdo € descrita pela expressdo de genes que codificam
respostas da planta ao ataque de patdgenos (DURRAN; DONG, 2004).

Esse mecanismo € realizado por meio do sitio de infeccdo que promove a
necrose o qual ira liberar um sinal, sendo manifestado ou produzido, que explica a
resisténcia sistémica adquirida, gerando a inducédo de reacdes de defesa na planta
contra agressbes subsequentes. Esse método diferencia-se da Inducdo de
Resisténcia Induzida (RSI) em que o indutor ndo provoca sintomas, como a necrose,
porém, ocorre a inducao da planta sistemicamente (SILVA et al., 2008, p.10).

Para desencadear o0s processos de defesa a planta inicia com o
reconhecimento do patdégeno, liberando sinais exdgenos, passando continuamente
por mecanismos de transducéo desses sinais, altera-se o metabolismo celular vegetal
em consequéncia a uma extensa reprogramacao, modificando a atividade génica
(WALTERS; NEWTON; LYON, 2007, p. 01). Posteriormente ha um aumento dos
sinalizadores responsaveis pela sintese de substancias de defesa, como o acido

salicilico, acido jasmonico e etileno. Em seguida, ocorrem respostas de defesa,



16

divididas em barreiras bioquimicas e estruturais, ambas pré e/ou pds-formados quanto
a chegada do patdégeno (FILHO, 2003; SILVA et. al.; 2008, p. 19).

Como barreiras estruturais pré-formadas pode-se citar cuticulas, tricomas,
vasos condutores e estdbmatos, e como pos-formadas a lignificacdo, formacéo de
papilas e suberificacdo. As barreiras bioquimicas pré-formadas abrangem a producgéo
de fendis, glicosideos cianogénicos e fendlicos, alcaldides, fototoxinas, inibidores
proteicos e B-1,3 glucanases. Japos-formadas, ha o acumulo de fitoalexinas e
proteinas PR (relacionadas a patogénese), ou formacao de radicais livres. A atuacao
desses mecanismos possuem 0 propésito de evitar ou atrasar a entrada de
microrganismos na planta, assim como a criagdo de condi¢cdes adversas a
colonizacdo do patdégeno nos tecidos vegetais (SILVA et. al., 2008, p.19;
PASCHOLATI; LEITE, 1995).

2.6 FENILALANINA AMONIA-LIASE (FAL)

A RSA possui proteinas relacionadas a patogenicidade, como a fenilalanina
amonia-liase, responsaveis pelo acumulo de lignina no tecido adjacente ao local de
penetracdo do patdgeno (DURRAN; DONG, 2004). A formacao de lignina pode-se dar
pela ligacédo de hidroxicinimatos, por meio da esterificacdo, servindo como apoio para
a posterior formacao da lignina, pela polimerizagao de radicais livres que iréo se ligar
(STRACK, 1997). Formando a lignina e em tecidos com resisténcia induzida, vai
promover uma alteracdo qualitativa de fenois formados, oferecendo maior qualidade
nas reacdes de defesa (LABANCA, 2002, p.29).

O aumento da FAL promove um aumento da sintese de fenilalanina,
provocando um aumento do coumarato. O coumarato pode permanecer na via dos
fenilpropandides ou incrementar a sintese de lignina, como pode desviar-se para
producdo de outros fendis. Esse processo € possivel porque a FAL alimenta outras
vias metabolicas (LABANCA, 2002, p.29).

Segundo Silva, et al (2007), na inducéo de resisténcia em tomateiro por extratos
aquosos, enzimas de fenilalanina amonia-liase, polifenoloxidase e quitinase,
diminuiram as atividades do patdgeno (Ralstonia solanacearum), no controle da

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

Dentre as inUmeras enzimas hidroliticas relacionadas a patogenicidade as
quitinases e as B-1,3 glucanases sao as mais atuantes, possuindo envolvimento com
a rota da sintese das fitoalexinas como a fenilalanina amonia-liase, citada
anteriormente (DURRAN; DONG, 2004). Essas enzimas degradam as paredes
celulares do patdgeno pela acdo hidrolitica que os mesmos possuem, quebrando
polimeros estruturais, de quitina e glucana, respectivamente, restringindo o seu
desenvolvimento, possivelmente pelo potencial antimicrobiano (LABANCA, 2002). O
aumento da concentracédo de quitinases e B-1,3 glucanases possuem relacdo direta
com a resisténcia local e sistémica, sendo observada em diferentes interacdes
patégeno-hospedeiro, indicando que as hidrolases podem atuar na limitacdo do
patégeno (GUZZO, 2004, p. 160).

Conforme o0s resultados obtidos por Guzzo (2004), as proteinas-RP,
especificamente quitinases e B-1,3 glucanases, podem reduzir a incidéncia do
patdégeno nas plantas de cafeeiro, supostamente pelo controle do desenvolvimento da

Hemileia vastatrix, responsavel pela ferrugem alaranjada.



18

3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE EXECUCAO

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, na Universidade
Tecnologica Federal do Parana — UTFPR, Campus Dois Vizinhos, localizada na regiédo
Sudoeste do Parand, a qual se encontra a 509 metros de altitude, pertencendo ao 3°
Planalto Paranaense com clima Cfa (Subtropical imido mesotérmico). As analises

bioquimicas foram realizadas no Laboratério de Fitopatologia da instituicéao.

3.2 OBTENCAO E PREPARO DO INOCULO DO PATOGENO

A coleta do patégeno para posterior inoculagdo, foi proveniente de folhas
infectadas presentes em lavouras do campus, em um estadio de desenvolvimento
avancado, onde retirou-se folhas com sintomas visuais e alocou-se em caixas gerbox
contendo papel filtro umedecido com &agua destilada, para o estabelecimento de
camera Umida, mantido a 26 °C em BOD (Biochemical Oxygen Demand) com
fotoperiodo de 12 horas, promovendo ambiente favordvel para a esporulagéo.
Preparou-se a solucao de esporos, de P. pachyrhizi na concentracdo de 0,9 x 10°
uredinosporos mL1, dispersos em agua destilada com Tween (0,5%) e aplicado 48

horas ap0s a aplicacdo de todos os tratamentos.

3.3 CONDUCAO DO EXPERIMENTO

A cultivar de soja utilizada foi a NIDERA 5909 (convencional), com peso de mil
graos totalizando 179 gramas. A escolha baseou-se na cultivar mais utilizada na
regido. A soja foi semeada em vasos de 10 litros contendo solo classificado em

latossolo vermelho, os quais foram acomodados em bancadas em casa de vegetacao
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automatizada, dispondo de irrigacdo por gotejamento do tipo espaguete. A taxa de
semeadura foi de 10 sementes por vaso, com posterior raleio em estadio V5,
passando para 6 plantas por vaso, como mostra a figura 2. As sementes nao tiveram
nenhum tratamento quimico, para ndo haver efeito dos produtos na ativacdo de
resisténcia das plantas.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema
bifatorial (5 tratamentos x 5 tempos de coleta de material), sendo os tratamentos,
constituidos de fosfito de potassio 0,002% (Ultra K®), fosfito de manganés 0,002%
(Ultra Mn®), fosfito de cobre 0,002% (Cubo®), Acibenzolar-S-Metil (0,005%) e a
testemunha (dgua destilada), em quatro repeticdes. A aplicacdo foi via micro-
aspersao na parte aérea da planta, sendo 2mL plantal, considerando uma na dose
de 150L ha'l.

Ao atingir o estadio fenolégico R1 (inicio do florescimento), foi realizada a
primeira coleta do material vegetal e subsequente, a aplicagdo 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 inoculacdo dos
esporos de P. Pachyrhizi, em todos os tratamentos.

Para retirada do material vegetal, priorizou-se a escolha de folhas sadias e nao
injuriadas no terco médio da planta, coletando 2 folhas por planta, sendo essas com
0 peso em torno de 0,1 grama, as quais foram acondicionadas em papel aluminio e

armazenadas em freezer, para posterior analises bioquimicas.
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Figura 2 — Soja em V4, momento do raleio
Fonte: O autor (2016).

3.4 ANALISES BIOQUIMICAS

As amostras de tecido foliar coletadas na casa de vegetagdo, incialmente
congeladas, foram maceradas em almofariz com 5mL de solu¢céo tampéao borato de
sédio 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 °C) e o sobrenadante coletado, para quantificacéo
das proteinas totais, fenilalanina aménia-liase, quitinase e 3-1,3-glucanase.

Utilizou-se o teste de BRADFORD (1976) para quantificagcdo do conteudo total
de proteinas nas amostras. A leitura foi realizada em espectofotdmetro, a 595nm, com
soro albumina bovina como padréo.

A determinacdo da atividade da fenilalanina amonia-liase (FAL) foi de acordo

com a metodologia descrita por Kuhn (2007, p.47), por meio da quantificagdo
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colorimétrica do acido trans-cianico liberado do substrato fenilalanina. Utilizou-se
0,25g da amostra juntamente com 3,0mL do tampédo TRIS - HCI pH 8,0
acondicionados em tubos ependorfe e centrifugado por 10 min a 4 °C a 6000rpm,
subsequente uma aliquota de 200uL foi repassada por tubo de ensaio, com mais
3,0mL do tampao de extracdo, onde a solucdo foi agitada em vortéx, obtendo-se
assim, o extrato enzimético. Deste extrato, transferiu-se 1,5mL para outro tubo de
ensaio, com mais 1,0mL do tamp&o de extracdo e 0,5mL de fenilalanina. Agitou-se
novamente em vortex para homogeneizagcdo. Logo apos, os tubos foram incubados
em banho-maria por 45 min a 40 °C, ao retirar, colocou-se em banho-maria de gelo
por 5 min para interromper a reagao e assim realizar a leitura em espectrofotometro a
290 nm.

Para dosagem das atividades de quitinase, seguiu-se 0s procedimentos
descritos por Wirth e Wolf (1992), com o uso de 200 yL de “CM-chitin-RBV” (2,0 mg
mL-1), 200 pL do sobrenadante e 600 pL de tamp&o acetato. Posteriormente, incubado
por 20 minutos em uma temperatura de 40 °C, onde em seguida paralisou-se a reacao
com a adicdo de 200 uL da solucdo de HCI 1,0 M. Avaliou-se a atividade através da
liberagao de oligbmeros soluveis 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
espectofotdbmetro a 595 nm.

Para determinacdo das atividades de -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.mlt), com o uso de 200 pL do sobrenadante, 600 pL
de tampao acetato e 200 pL de CM-curdlan-RBB (4,0 mg mL1). Posteriormente
incubou-se durante 20 minutos a 40 °C, adicionando 200 pL da solucédo de HCI 1,0 M
para paralisacdo da reacdo. Em seguida, foi resfriado em gelo e centrifugado a 10.000

g por 5 minutos e realizada a leitura em espectofotdmetro a 550 nm.
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Figura 3 — Andlises bioquimicas: Maceracao das amostras (A), material vegetal apés
a centrifugacéo (B), leitura da absorbancia em espectofotdmetro (C e D)
Fonte: O autor (2016).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados quanto a homogeneidade de variancia, e
posteriormente submetidos analise de variancia e quando significativos agrupados
pelo teste de médias, devido aos tratamentos serem qualitativos e aos tempos serem
distintos, ou seja, definidos, onde ndo 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 estatistico Assistat Versao 7.7 beta.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram interacao significativa entre os fatores avaliados.
Em 24 horas os produtos ja demonstraram interferéncia na atividade da fenilalanina
amonia-liase (FAL), sendo que o tratamento realizado com fosfito a base de cobre e
manganés ja demonstraram maiores niveis da enzima, diferindo da testemunha os
fosfitos de potassio e 0 ASM (menor nivel de ativacdo enzimatica) (Grafico 1). Com
48 horas ocorreu o pico de atividade de todos produtos, diferindo da testemunha o
fosfito de cobre e manganés. J& com 96 e 192 horas, o0 Unico indutor que manteve
niveis mais elevados da enzima foi o fosfito de cobre, estatisticamente diferente de

todos os tratamentos.

Atividade de fenilalanina aménia-liase
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Gréfico 1 - Atividade da enzima fenilalanina amoénia-liase (FAL) em plantas de soja submetidas a
aplicagbes de diferentes tratamentos e coletadas em intervalos de 0 (tempo inicial), 24, 48, 96 e 192
horas ap6s aplicacdo. Barras na vertical indicam erro padrdo. Letras mindsculas distintas diferem entre
si nos tratamentos, letras mailsculas 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 (v).
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 fenilpropandides para producdo de compostos de defesa.
Possivelmente, no caso do fosfito a base de cobre, ocorreu uma potencializacdo da

ativacdo dessa rota, pois no produto comercial (Cubo®), além da presenca de fosfito
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de cobre na composicdo, existem aminoacidos, que sdo cofatores, os quais podem
ter acao na rota dos fenilpropandides, ou até mesmo possam servir de substrato para
a constituicdo de aminoacidos necessarios para a ativacao da rota.

Em um estudo realizado por Meneghetti, et al. (2010), verificou-se a ineficiéncia
do uso de fosfitos quanto a ativacdo de mecanismos de defesa da soja contra a
ferrugem asiatica (P. pachyrhizi), por ndo possuirem interacdo significativa dos
tratamentos com a severidade da doenca, nimero de pustulas.cm?2 e pela Area
Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD).

A literatura é carente de informacfes que permitam comparar os resultados,
quando se faz o uso de fosfitos em soja e 0 comportamento enzimético da FAL, o que
nos remete a comparagao em outras culturas.

Estudos conduzidos por Monteiro et al. (2014) demonstraram que o fosfito de
manganés possui a capacidade de reducao da intensidade da ferrugem no cafeeiro,
pela indugdo da transcricdo de genes de defesa, como a FAL e o 3-1,3 glucanase. No
entanto, para o controle da podridédo olho de boi em maca, a FAL nao foi induzida pelo
uso de fosfito de potassio, segundo um estudo realizado por Spolti et al. (2015).

A atividade da quitinase com 24 horas, o tratamento contendo ASM, ativou a
enzima hidrolitica quitinase, mantendo-se elevado até 48 horas. Na coleta em 48
horas todos os tratamentos apresentaram os maiores valores de atividade enzimética
de quitinase (Gréfico 2). Para o fosfito de cobre, a maior atividade ocorreu com 48
horas mantendo-se ativado até 192 horas. Esses resultados demonstram que todos
0s produtos possuem o potencial de ativar a enzima hidrolitica quitinase, tal fato
constata que as respostas ocorreram como processo de defesa ao patdgeno

inoculado, no caso a ferrugem rica em quitina em sua parede celular.
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Grafico 2 - Atividade da enzima quitinase em plantas de soja submetidas a aplicacdes de diferentes
tratamentos e coletadas em intervalos de O (tempo inicial), 24, 48, 96 e 192 horas apés aplicag&o.
Barras na vertical indicam erro padréo. Letras mindsculas distintas diferem entre si nos tratamentos,
letras mailsculas 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 (V). CV = 20,6%. UTFPR -
Dois Vizinhos, 2016.

Fonte: O autor (2016).

Da mesma forma que na enzima FAL, a literatura ndo permite comparacdes da
atividade da quitinase na cultura da soja, o que demonstra a necessidade de
investigacbes como tal. De acordo com Nascimento et. al (2016), a atividade da
quitinase possui maior ativacdo pelo ASM, quando comparada ao fosfito de potassio
e o silicio, 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 potassio, no controle do mildio na videira. Para Roma (2013), houve reducao da
quitinase no uso de fosfito em diferentes concentracdes, para o controle do micélio do
patdgeno (Rhizopus stolonifer) em bagas de uva, como hospedeira.

Para enzima 3-1,3 glucanase, o fosfito a base de manganés demonstrou maior
atividade com 48 horas, ja para o ASM com 96 horas, e o fosfito a base de cobre com
192 horas (Grafico 3). Esses resultados demonstram que todos os produtos
apresentam capacidade de ativar a 3-1,3 glucanase, sendo que o comportamento &
distinto em relacdo ao tempo de inducgdo, fato caracteristico considerando as

diferentes composi¢des dos produtos.
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Grafico 3 - Atividade da enzima (-1,3 glucanase em plantas de soja submetidas a aplicagcdes de
diferentes tratamentos e coletadas em intervalos de 0 (tempo inicial), 24, 48, 96 e 192 horas apés
aplicagcdo. Barras na vertical indicam erro padrdo. Letras minUsculas distintas diferem entre si nos
tratamentos, letras mailsculas 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 (V). CV = 13,6%.
UTFPR - Dois Vizinhos, 2016.

Fonte: Autor (2016).

Importante também ressaltar que os produtos ndo priorizam somente uma rota
de defesa, pois além de ocorrer a atividade da quitinase ocorreu a da -1,3 glucanase,
ambos mecanismos importantes na degradacdo da quitina e glucana presentes na
parede celular do patégeno. Segundo Nascimento et. al (2016), a ativagao da B-1,3
glucanase foi significativamente maior utilizando ASM, quando comparado ao fosfito
de potéassio e ao silicio, no controle da mancha marrom (Bipolaris oryzae) em arroz.
Ja para Monteiro (2011), o fosfito de manganés induziu maior atividade da (3-1,3
glucanase a partir da inoculacéo de Hemileia vastatrix, aos 8 e 9 DAP, havendo maior
atividade antes da inoculacéo.

Os resultados nos permite afirmar que os mecanismos de defesa estudados
foram eficientemente ativados, seja a rota dos fenilpropanoides ou a ativacdo de
enzimas hidroliticas.

Dessa forma, os resultados nos remetem para novos estudos, considerando o
potencial desses produtos na ativacdo de mecanismos de defesa, se efetivamente
constituem mecanismos de que permitam a reducdo da incidéncia ou severidade da

doenca.
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5 CONCLUSOES

O fosfito a base de manganés possuiu maior interferéncia na atividade da
fenilalanina amonia-liase e enzima hidrolitica 3-1,3 glucanase, com um pico de
ativacdo em 48 horas, para ambas. Quanto a enzima hidrolitica quitinase, o fosfito a
base de cobre possuiu maior potencial de ativacdo, com pico de atividade em 48
horas. Portanto, os fosfitos possuem capacidade de ativar enzimas relacionadas a
patogenicidade, sendo que com isso demonstram ativacao da Resisténcia Sistémica
Adquirida em plantas de soja.

Tais ativacdes, demonstram que os fosfitos apresentam especificidade de
acdo, o que foi constatado em tempos distintos de ativacdo da defesa das plantas,
bem como atuam em mecanismos distintos de defesa, seja a rota dos
fenilpropanoides pela ativacdo da FAL, ou de enzimas hidroliticas, demonstrado pela

ativacao da quitinase e B-1,3 glucanase.
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