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RESUMO GERAL

A soja € uma cultura que se destaca pela extrema importancia na producéo agricola nacional e
mundial, mas varios sdo os fatores que afetam a sua produtividade, principalmente as
doencas. E a forma mais utilizada de combaté-las € por meio do controle quimico. Porém, a
maioria das doengas se desenvolve nos tercos inferiores das plantas, o que gera dificuldade de
controle devido a baixa porcentagem de produto que se deposita nesta regidao. Por isso, 0 uso
de produtos alternativos que possam aumentar a eficiéncia quando associados a fungicidas
vem sendo amplamente empregado. Assim, o fosfito de potassio representa um desses
produtos com resultados satisfatorios no manejo de doencas. Entretanto, sdo poucos 0s
estudos relacionados aos efeitos da associacdo entre fungicidas e fosfitos e a forma de
translocacdo destes. O objetivo do presente trabalho foi verificar, em casa de vegetacdo, o
potencial do fosfito de potassio no controle de doencas, sendo aplicado isolado ou associado a
diferentes fungicidas. Também objetivou-se elucidar o modo de agdo desta combinagdo em
diferentes partes da planta. Para isso, o primeiro estudo foi realizado com o intuito de verificar
a possivel translocacao do fungicida associado ao fosfito de potéssio por meio da avaliagdo da
severidade do oidio em diferentes trifolios da planta. Além da analise de concentracdo de
fésforo e modelagem tedrica computacional para averiguar a interacdo entre as moléculas do
fungicida e fosfito. No segundo estudo, avaliou-se também, a atividade sistémica da inducéo
de resisténcia em diferentes trifélios com a aplicacdo de fosfito e fungicida. Desse modo, 0s
resultados do primeiro estudo, com ensaios realizados em casa de vegetacdo, apontaram a
eficiente reducdo da severidade do oidio nas folhas inferiores quando o fosfito de potassio foi
associado ao fungicida. Quanto as analises de concentracdo de fosforo observou-se que o
fosfito foi capaz de translocar via xilema e floema e que ocorreu um aumento na concentragdo
nas folhas baixeiras quando este foi associado ao fungicida. Com a andlise dos resultados
tedricos computacionais, pbde-se inferir que as moléculas de fosfito e de fungicida sédo
capazes de interagir uma com a outra, sendo um atributo vantajoso para carrear o fungicida de
forma descendente. J& no segundo estudo, realizado por meio de analises bioquimicas, 0s
resultados mostraram a acdo sistémica dos tratamentos utilizados para todas as enzimas
avaliadas, porém somente os tratamentos com fosfito de potassio associado ao fungicida
apresentaram maior porcentagem de controle do oidio nas folhas baixeiras. Mediante a todos
os resultados obtidos com o presente estudo, pode-se concluir que a acdo efetiva da
associacdo entre fosfito e fungicida no controle do oidio, e os resultados obtidos nesta
investigacdo se apresentam promissores como uma ferramenta adicional para o controle de
diversas doencas.

Palavras-chave: Controle. Translocagédo. Sistemicidade. Enzimas de defesa.



ABSTRACT

Soybean is a crop that stands out for its extreme importance in national and global agricultural
production, but there are several factors that affect the productivity, especially diseases. And
the most used way to fight them is through chemical control. However, most diseases develop
in the lowest part of the plants, which creates control difficulties because to the low
percentage of product that is deposited in this region. For this reason, the use of alternative
products that can increase efficiency when associated with fungicides has been widely used.
Therefore, potassium phosphite represents one of these products with satisfactory results in
the management of diseases. However, there are few studies related to the effects of the
association between fungicides and phosphites and the translocation way them. The objective
of this study was to verify, in a greenhouse, the potential of potassium phosphite in disease
control, being applied alone or associated with different fungicides. It also aimed to elucidate
the mode of action of this combination in different parts of the plant. For this, the first study
was carried out in order to verify the possible translocation of the fungicide associated with
potassium phosphite by assessing the severity of powdery mildew in different trifolios of the
plant. Besides analyzing of phosphorus concentration and theoretical computational modeling
to ascertain the interaction between the fungicide and phosphite molecules. In the second
study, it was also evaluated the systemic activity of resistance induction in different trifolios
with the application of phosphite and fungicide. Thus, the results of the first study, with tests
carried out in a greenhouse, showed an efficient reduction in the severity of powdery mildew
in the lower leaves when potassium phosphite was associated with the fungicide. Regarding
the analysis of phosphorus concentration, it was observed that the phosphite was able to
translocate via xylem and phloem and that there was an increase in the concentration in the
lower leaves when it was associated with the fungicide. With the analysis of the theoretical
computational results, it was possible to infer that the phosphite and fungicide molecules are
capable of interacting with each other, being an advantageous attribute to carry the fungicide
downwards. In the second study, carried out by means of biochemical analyzes, the results
showed the systemic action of the treatments used for all evaluated enzymes, but only
treatments with potassium phosphite associated with the fungicide showed a higher
percentage of powdery mildew control in the lower leaves. Based all the results obtained with
the present study, it can be concluded that the effective action of the association between
phosphite and fungicide in the control of powdery mildew, and the results obtained in this
investigation are promising as an additional tool for the control of several diseases.

KEY WORDS: Control. Translocation. Systemic. Enzymes of defense.
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PRIMEIRA PARTE — INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO GERAL

A soja (Glycine max L.) é uma leguminosa cultivada a cerca de cinco mil anos e que
foi introduzida no Brasil no final do século XIX (DALL’AGNOL, 2016). Atualmente ¢é
produzida em praticamente todos os estados brasileiros e representa a cultura agricola que
mais cresceu nas ultimas trés décadas. Corresponde a 57% da area plantada com grdos no
pais, com cerca de 35 milhdes de hectares e producdo de aproximadamente 119,3 milhdes de
toneladas na safra 2017/2018, 4,6% superior a safra 2016/2017. Este fato confere ao pais o
segundo lugar na producdo mundial de soja, superado apenas pelos Estados Unidos (CONAB,
2018).

Com grande importancia no sistema de producdo agricola brasileiro e mundial, a
participagdo do agronegdcio no PIB brasileiro esta fortemente ligada as exportacbes dos
produtos originarios desta cultura, que representa aproximadamente 16% das exportacoes
nacionais no ano de 2018. O consumo mundial de soja e seus subprodutos vém crescendo nos
Gltimos anos, principalmente nos paises em desenvolvimento como a China, Brasil e india
(CONAB, 2018). Os gréos sdao utilizados em larga escala na producéo de diversos produtos,
destacando o 6leo de soja como um dos mais consumidos pela populagdo mundial no preparo
de alimentos. Além disso, os grdos também sdo destinados a producdo de farinhas, farelos,
sabdo, cosméticos, resinas, tintas, solventes, biodiesel e ra¢gdes animais (KIM et al., 2016).

Apesar da grande producdo nacional de soja, nem sempre € possivel atingir o maximo
de produtividade esperado devido a fatores bioticos e abi6ticos, dentre os quais se destacam as
doencas (GODOY, 2009). No Brasil ha cerca de 40 doengas ja identificadas, causadas por
fungos, bactérias, virus e nematdides. Dentre as principais doencas fungicas podem-se citar a
ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi), o oidio (Microsphaera difusa), a mancha alvo
(Corynespora cassiicola), a cercosporiose (Cercospora kikuchii), o mofo branco (Sclerotinia
sclerotiorum) e o oomiceto mildio (Peronospora manshurica). Entretanto, o aumento
progressivo da &rea plantada no pais pode ocasionar 0 aumento do nimero de doencas, e a
importancia econdémica de cada doenca pode variar com o decorrer dos anos, de regido para
regido e de acordo com os fatores climaticos de cada safra (GRIGOLLI, 2015).

O oidio, objeto de estudo deste trabalho, é causado pelo fungo M. difusa e ganhou
importancia no Brasil a partir da safra 1996/97. A doenca foi relatada ocorrendo desde a

regido Sul até as regides Sudeste e Centro Oeste do Brasil ocasionando, nas lavouras mais
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afetadas, perdas de rendimento que variaram entre 25% a 40% (YORINORI, 1997; SILVA,
SEGANFREDO, 1999; ALMEIDA et al., 2008; EMBRAPA, 2013). A doenga se desenvolve em
toda a parte aérea da planta (folhas, hastes, peciolos e vagens) e 0s sintomas caracteristicos
sdo a presenca de uma fina camada de micélio e esporos pulverulentos que podem evoluir e
recobrir totalmente as partes infectadas. Todos os estdgios de desenvolvimento da planta
podem ser infectados, porém durante o inicio da floracdo os sintomas se tornam mais visiveis
(LOHNES et al., 1993; IGARASHI et al., 2010).

Devido a baixa disponibilidade de sementes de cultivares resistentes, o tratamento
quimico, por meio de produtos fitossanitarios, ainda é a principal alternativa para o0s
produtores de soja e 0 mais recomendado como medida emergencial (YORINORI, 1997,
DALL’AGNOL, 2016). Existe disponivel no mercado uma grande variedade de fungicidas
com os mais diversos modos de acdo sobre os mais diferentes patdgenos. Os principais grupos
quimicos utilizados para o controle de doencas da soja sdo: benzimidazois, triazdis,
estrobilurinas e carboxamidas (GODOY; MEYER, 2014). Os fungicidas sistémicos quando
aplicados, podem penetrar a cuticula e a translocacdo ocorre via apoplasto, apresentando
movimento em profundidade/translaminar, ou atingir o xilema e se deslocar no sentido
acropetal. Ja a translocacdo via floema (basipetal) é restrita somente a alguns produtos
(STEFANELLO, 2018). A absor¢do e mobilidade de um fungicida sdo influenciadas por
algumas propriedades fisico-quimicas das moléculas, sendo que a lipofilicidade afeta
significativamente as taxas de absorcdo e mobilidade dos produtos na folha (KLITTICH,
2014).

A lipofilicidade é uma propriedade molecular que expressa a afinidade de um
composto por uma fase organica (apolar) em relagdo a sua afinidade por uma fase aquosa
(polar). Quanto mais intensas forem as interagdes hidrofobicas entre o composto e a fase
organica, maior serd a sua lipofilicidade. Por outro lado, quanto mais intensas forem as
interacdes polares entre 0 composto e a fase aquosa, maior sera a sua afinidade pela fase
aquosa (maior hidrofilicidade), e consequentemente menor serd a sua lipofilicidade (TESTA,
1996; MALVEZZI, 2003; CARON, 2008). Um parametro frequentemente empregado para
expressar a lipofilicidade é o logKkow que é o log do coeficiente de particdo (KOW) de um
composto entre octanol e agua (solubilidade do composto no octanol/solubilidade do
composto em agua) (HANS, CHFUJITA, 1964; TAYLOR, 1990; KUBINIY, 1993;
LOMBARDO, 2008; MARTEL et. al., 2013). Levando-se em consideragéo os valores do

logKow para os fungicidas, quanto menor o valor do logKow (valores < 3) maior sera a sua
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lipofilicidade e maior serd a translocacdo das moléculas dentro dos tecidos vegetais
(KLITTICH, 2014).

As aplicacdes de fungicidas séo realizadas via pulverizacdes nas mais diversificadas
formas, classificadas de acordo com a energia utilizada para a fragmentacdo das gotas
(MEWES et al., 2013). Entretanto, a cobertura pelos produtos aplicados durante as
pulverizagdes ficam mais restritas ao terco médio e superior das plantas e, segundo Cunha et
al. (2008), somente 7% destes produtos chegam ao baixeiro da cultura. Desta forma, diminui-
se a porcentagem de controle no terco inferior o que facilita o progresso e a intensidade de
doencas com fase inicial de desenvolvimento nestas partes das plantas. O oidio € uma doenca
com tais caracteristicas e a deficiéncia no controle inicial permitira a multiplicacdo e
disseminacdo do patdgeno na parte inferior da folhagem, tornando cada vez mais dificil o
acesso do fungicida a essa parte da planta, a medida que elas crescem (BARBOSA, 2012).
Além disso, o controle quimico com o uso de fungicidas pode causar selecdo de patdgenos
resistentes, e devido a este fato, a utilizacdo de produtos alternativos se torna cada vez maior
na busca por potencializar a acao dos fungicidas no campo.

O uso de fosfitos € uma alternativa muito divulgada em cultivos extensivos,
principalmente no manejo de doengas em soja (CARMONA; SAUTUA, 2011). O fosfito é
um composto obtido a partir da neutralizacdo do acido fosforoso (H3POg3) por uma base como
hidréxido de sédio, hidroxido de potassio entre outros (DALIO et al., 2012). Possui como
propriedade efeito fungicida, atuando diretamente sobre o patdgeno (SILVA et al., 2013).
Quando aplicados na planta, e apds serem adsorvidos, as moléculas sdo dissociadas e o ion
fosfito é liberado (LOVATT; MIKKELSEN, 2006). Este ion transloca sistemicamente via
vasos condutores (xilema e floema) (DALIO et al., 2012). Podem ser utilizados isolados ou
em combinagdo com fungicidas, auxiliando na reducdo da intensidade de doencas causadas
por diferentes patégenos (CARMONA; SAUTUA; 2011; DELIOPOULOS et al., 2010).
Além disso, sdo capazes de induzir respostas de defesa na planta ativando moléculas
sinalizadoras capazes de induzirem a expressdo de genes que codificam a sintese de
compostos de defesa, como as proteinas relacionadas a patogénese (PRPs) (MENEGHETTI et
al., 2010; METRAUX, 2001; VIDHYASEKARAN, 1988).

Apesar de serem amplamente empregados, ndo se sabe ao certo o que ocorre quando
h& a associacédo entre fosfito e fungicida. Com isso, objetivou-se no presente trabalho avaliar,
0 potencial de controle dessa associagdo em diferentes partes da planta para o fungo M.
diffusa e elucidar alguns dos mecanismos de acdo envolvidos nesta interacdo por meio de

analises quimicas e computacionais, bioquimicas e moleculares.
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RESUMO
Os fosfitos vém sendo amplamente empregados no controle de diversas doengas da cultura da

soja. Entretanto sdo escassos o0s estudos referentes ao modo de acdo desses produtos na
referida cultura. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de Fosfito de Potassio em
associacdo com fungicidas no manejo do oidio, além de monitorar o ion fosfito em diferentes
partes da planta por meio de colorimetria e calculos computacionais. Dois ensaios foram
realizados em casa de vegetacdo sendo o primeiro para avaliar a severidade do oidio em soja
com diferentes aplicacdes de fosfito e fungicidas. As plantas foram pulverizadas com os
seguintes tratamentos: Protioconazol + Trifloxtrobina (Pro + Tri) (0,4 L ha™), Azoxistrobina +
Benzovindiflupir (Azo + Ben) (0,2 Kg ha™) e a associagdo entre estes fungicidas e Fosfito de
Potéssio (Phi) (0,5 L ha™) aplicados no quarto trifélio; Pro + Tri (0,4 L ha™), Azo + Ben (0,2
Kg ha') aplicados na planta toda e uma testemunha sem aplicacdo, totalizando sete
tratamentos. Foram realizadas 5 avaliacGes da severidade do oidio com intervalos de 7 dias. O
segundo ensaio foi realizado para avaliar a translocacdo de fosfito na planta. Os tratamentos
utilizados foram: Azo + Ben (0,2 Kg ha™ e Phi (0,5 L ha™), a associacdo entre os dois
produtos citados aplicados somente no segundo trifélio e na planta toda, além de um
tratamento testemunha, totalizando sete tratamentos. Foram coletados os primeiros, segundos
e terceiros trifélios, separadamente 24h apds a aplicacdo dos produtos para analise quimica
foliar. Além disso, calculos computacionais foram realizados para compreender a interagcdo
entre fosfito-fungicida e sua influencia na translocacdo dessas moléculas. Os resultados
obtidos foram submetidos ao teste de Scott-Knott (p<0,05). Em relagdo ao primeiro ensaio,
houve diferenca estatistica entre 0s tratamentos. A associagdo entre os fungicidas e o fosfito,
quando aplicados somente no quarto trifolio, apresentou menor area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) para as folhas baixeiras comparando-se a testemunha. No
segundo ensaio, foi detectado fosfito em todas as folhas e a presenca do fungicida foi capaz de
aumentar a concentracdo do fosfito em todas as folhas analisadas. Os resultados tedricos
mostraram uma possivel interacdo entre as moléculas fosfito-fungicida, destacando Phi + Ben.
Desta forma, infere-se que a associagdo entre fosfito e fungicida foi capaz de diminuir a
severidade de doengas em folhas baixeiras e proporcionar um aumento na concentracdo de

fosfito em todas as folhas analisadas.

PALAVRAS-CHAVE: Glicyne max; Microsphaera diffusa; Translocacao; Controle.
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ABSTRACT
Phosphites have been widely used to control most diseases of soybean crop. However, there

are few studies on the mode of action of these products in this culture. The objective of this
work was to evaluate the potential of Potassium Phosphite in association with fungicides in
the management of powdery mildew, as well as to monitor the phosphite ion in different parts
of the plant by colorimetry and computational calculations. Two trials were carried out in a
greenhouse, the first one to evaluate the severity of soybean powdery mildew with different
applications of phosphite and fungicides. The plants were sprayed with the following
treatments: Protioconazole + Trifloxtrobin (Pro + Tri) (0.4 L hal), Azoxystrobin +
Benzovindiflupyr (Azo + Ben) (0.2 Kg ha™) and the association between these fungicides.
Potassium Phosphite (Phi) (0.5 L ha™) applied to the fourth trifoliate; Pro + Tri (0.4 L ha™),
Azo + Ben (0.2 Kg ha™) applied to the whole plant and one control without application,
totaling seven treatments. Five of the mildew severity evaluations were realized over seven
days. The second test was evaluating the phosphite translocation in the plant. The treatments
used were: Azo + Ben (0.2 Kg ha™) and Phi (0.5 L ha™), the association between the two cited
products applied only in the second trifoliate and in the whole plant, as well as a control
treatment, totaling seven treatments. The trefoils was collected and separated 24 hours after
application of the products for foliar chemical analysis. The computational studies were
performed to understand the interaction between phosphite-fungicide and its influence on the
translocation of these molecules. The results obtained were submitted to the Scott-Knott test
(p<0.05). Regarding the first trial, there was a statistical difference between the treatments.
The association between fungicides and phosphite, when applied only in the fourth trifoliate,
presented lower AUDPC for the leaves compared to the control. In the second test, phosphite
was detected in all leaves and the presence of fungicide was able to increase the concentration
of phosphite in all leaves analyzed. The theoretical results showed a possible interaction
between the phosphite-fungicide molecules, highlighting Phi + Ben. Thus, it can be inferred
that the association between phosphite and fungicide was able to decrease the severity of
diseases in base leaves and provide an increase in phosphite concentration in all analyzed

leaves.

KEY WORDS: Glicyne max; Microsphaera diffusa; Translocation; Control.
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1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max) é uma cultura de extrema importancia no sistema nacional de
producdo agricola e também mundial. No Brasil, ocupa posi¢do de destaque e se apresenta
como a cultura mais importante na producéo e exportacédo de grdos (CONAB, 2018). Entre os
principais fatores que limitam a obtencdo de altos rendimentos na cultura da soja estdo as
enfermidades causadas por uma grande diversidade de fitopatdgenos (JUHASZ et al., 2013).
O método mais empregado para 0 manejo de doencas € o controle quimico por meio do uso de
fungicidas, porém, pesquisas vém sendo desenvolvidas no @mbito de integrar a esse manejo, a
utilizacdo de compostos que otimize a agdo de fungicidas no campo (MACHINANDIARENA
et al., 2012). Desta maneira, os fosfitos vém recebendo uma atencdo especial nessas
pesquisas, pois sdo capazes de controlar diversas doencas causadas por oomicetos e fungos
(SILVA etal., 2011; BORZA et al., 2016).

Os fungicidas possuem varias classificacdes de acordo com a sua mobilidade na
planta. Os classificados como sistémicos translocam, em sua maioria, de forma ascendente, ou
seja, via xilema. Como exemplo pode-se citar o grupo quimico dos triazois. Os fungicidas
mesosistémicos e locossistémicos possuem acao de profundidade dentro do tecido vegetal, e a
translocacdo via xilema pode ser minima ou inexistente. Neste caso, pode-se citar como
exemplo o grupo quimico das estrobilurinas. Em ambos os casos, as moléculas destes
fungicidas sdo incapazes de atingir as partes baixeiras das plantas, quando aplicados via foliar.
No entanto, a translocacdo e penetracdo do fungicida na planta esta associada a varios
critérios, dentro deles a lipofilicidade e/ou solubilidade do produto em relagdo as membranas
vegetais sdo os mais importantes (REIS; REIS; FORCELINI, 2007 ; AZEVEDO, 2007). O
parametro mais utilizado para se medir a lipofilicidade é o logKow. Este valor representa o
coeficiente de particdo de um composto entre o octanol e a agua, isto é, o log da relacéo entre
a solubilidade do composto no octanol e a solubilidade do composto em agua (HANS,
CHFUIJITA, 1964; TAYLOR, 1990; KUBINIY, 1993; LOMBARDO, 2008; MARTEL et. al.,
2013). Para os fungicidas, quanto menor os valores do logKow (valores < 3) ) maior sera a sua
lipofilicidade e maior sera a translocacdo das moléculas dentro dos tecidos vegetais
(KLITTICH, 2014).

Os fosfitos sdo descritos na literatura como sais inorganicos resultantes da reacao de
uma base forte (hidréxidos de calcio, potassio, etc.) com o acido fosforoso (H,PO3), dando
origem a fosfito de calcio, potéssio, etc. (DALIO et al., 2012). Formulagdes a base de fosfito
sdo utilizadas como fungicidas, bioestimulantes e fertilizantes (GOMEZ-MERINOA &
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TREJO-TELLEZB, 2015). Seus mecanismos de acdo sdo complexos e pouco elucidados,
entretanto, estudos relatam que os fosfitos podem agir de forma direta sobre os patdgenos,
provocando ruptura de hifas e inibindo o crescimento micelial e na forma indireta, ativando
variados mecanismos de defesa vegetal (DALIO et al., 2012). Produtos a base de fosfitos
quando aplicados nas plantas sdo absorvidos e dissociados ocorrendo a liberacdo do ion
fosfito (LOVATT,; MIKKELSEN, 2006). Estes ions sdo translocados sistemicamente via
floema e xilema (SCHROETTER et al., 2006), sendo que sua translocacao pela planta € via
floema, por meio da associagdo com fotoassimilados, motivo pelo qual sdo absorvidos
rapidamente pelas folhas (GUEST & GRANT, 1991; ARAUJO et al., 2008; BUFFARA et al.,
2011). Devido a esta translocacdo descendente (floema), o fosfito tem sido amplamente
utilizado no manejo de diversos patdgenos, principalmente os radiculares. A translocacao
sistémica de fosfitos via floema foi verificada em varias culturas, como batata, eucalipto,
abacate e feijdo por meio de diferentes técnicas de deteccdo do ion (BORZA et al., 2014;
STASIKOWSKI et al., 2014; BORZA et al., 2016; McLEOD et al., 2018; COSTA et al.,
2017).

A associacdo entre fosfitos e fungicidas vem crescendo no manejo de doencas, e
segundo pesquisas, essa associacdo pode provocar efeitos aditivos e sinérgicos no controle de
diversos patogenos (NEVES, 2016). Porém ndo se encontram na literatura trabalhos
relacionados a translocacdo quando esses produtos sdo associados.

Assim, este trabalho tem como objetivo avaliar a severidade do oidio (Microsphaera
diffusa) em plantas de soja, realizar analises quimicas para a deteccdo de fosfito na presenca
de fungicidas e compreender, por meio de calculos computacionais, a interacdo fosfito-

fungicida e sua influéncia na translocacdo dessas espécies quimicas.

2 MATERIAL E METODOS

Foram realizados dois ensaios em casa de vegetacdo do Departamento de
Fitopatologia da UFLA, para avaliar o efeito da aplicacdo de fosfito de potassio e fungicidas
no manejo do oidio, e para realizar a detecgéo sistémica de fosfito em plantas de soja e sua

interacdo com o0s produtos quimicos com base em célculos computacionais.
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2.1 Ensaio | — Severidade do oidio em soja
2.1.1 Obtencgdo do material vegetal

Sementes de soja cultivar N5909 RR (Nidera) foram semeadas em vasos de polietileno
(5 dm®) contendo uma mistura de areia, substrato comercial e solo de barranco peneirado em
uma proporc¢do de 1:2:2 (v:v) respectivamente. Foram semeadas seis sementes por vaso e apos
a germinacao foi realizado o desbaste deixando apenas duas plantas por vaso. Durante todo o
periodo experimental, as plantas foram mantidas em casa-de-vegetacdo do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Minas Gerais, Brasil e irrigadas

periodicamente.

2.1.2 Protecdo de plantas de soja contra oidio

Os produtos utilizados foram os fungicidas formulados Azoxistrobina +
Benzovindiflupir (Azo + Ben), Trifloxistrobina + Proticonazol (Tri + Pro) e o fertilizante
Fosfito de Potassio (Phi). As doses utilizadas foram as recomendadas pelo fabricante e estéo

descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Tratamentos e doses utilizados no ensaio em casa de vegetacao para a avaliacdo da
severidade do oidio em soja. Aplicacdo na planta toda (PT) e aplicagdo somente
no quarto trifélio (4T).

Tratamentos Dose

1. Azo + Ben 4T* 0,2 Kg ha™

2. Tri + Pro 4T ** 0,4 L ha*

3. Azo + Ben + Phi 4T * 0,2Kgha'+0,5L ha*
4, Tri + Pro + Phi4T ** 0,4Lha'+0,5L ha'
5. Azo + Ben PT* 0,2 Kg ha'

6. Tri + Pro PT** 0,4 L ha*

7. Testemunha = —ecmmmmmeeee-

Azo: Azoxistrobina; Ben: Benzovindiflupir; Tri:  Trifloxistrobina;  Pro:
Protioconazol; Phi: Fosfito de Potassio; 4T: Quarto Trifolio; PT: Planta Toda
*Aplicados com Nimbus® (1,0 L ha™)

** Aplicados com Assist® (1,0 L ha™)

A aplicacdo dos produtos foi realizada quando as plantas atingiram o estadio V5 e de

duas formas diferentes: somente no 4° trifélio contado da base para o apice (4T) e na planta
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toda (PT). Para a aplicagdo 4T, as plantas foram protegidas com sacos plasticos e somente o
40 trifdlio expostos para a pulverizacdo. Os tratamentos foram aplicados sobre as folhas com o
auxilio de um borrifador manual até o ponto de escorrimento, sempre tomando o cuidado para
que os demais trifdlios e o solo ndo recebessem o produto. A protecdo foi removida somente
quando as folhas aplicadas se apresentaram totalmente secas. Na aplicacdo PT, as plantas
foram totalmente pulverizadas até ponto de escorrimento (Figura 1).

Figura 1 - (A) Posicdo dos trifdlios na planta; (B) Aplicacdo dos produtos somete no 4°
trifélio; (C) Aplicacdo dos produtos na planta toda.

Fonte: Do autor (2018).

As plantas foram infectadas naturalmente pelo fungo oidio (Microsphaera difusa) que
foi utilizado como indicador bioldgico. As avaliacbes da severidade da doenga foram
realizadas semanalmente, apos a aplicacdo dos produtos, totalizando cinco avaliagbes, com a
utilizacdo da escala diagramética proposta por Polizel & Juliatti (2010). Foram avaliados
separadamente os trifélios um, dois, trés para comparar em cada um deles o progresso da
doenca e se houve acdo dos produtos aplicados. O delineamento experimental utilizado foi
blocos casualizados, com quatro repetigdes e cada parcela foi constituida por um vaso com
duas plantas. Os dados coletados foram utilizados para o calculo da area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) e os resultados foram submetidos a andlise de variancia,
empregando-se o sistema de andlise estatistica SISVAR, versdo 5.6 (FERREIRA, 2011). As

médias dos tratamentos foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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2.2 Ensaio Il — Translocagéao de fosfito em plantas de soja

2.2.1 Obtencdo do material vegetal

Sementes de soja da cultivar N 5909 RR (Nidera), foram semeadas em vasos de
polietileno (3,5 dm®) contendo somente substrato comercial Carolina Soil (pH = 5,5; CE =
0,7; Densidade 145 Kg m; CRA 55%; Umidade Maxima 50%). Os vasos foram irrigados
somente com agua deionizada até o langamento do primeiro trifolio, que ocorreu 20 dias apos
a semeadura. A partir deste periodo, a irrigacdo foi complementada com a utilizacdo de
solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), duas vezes por semana. As plantas foram
mantidas em casa-de-vegetagdo do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal
de Lavras (UFLA), Minas Gerais, Brasil até a coleta do material.

2.2.2 Aplicacdo dos tratamentos e coleta do material para analise quimica

Os produtos utilizados foram o fungicida Azoxistrobina + Benzovindiflupir (Azo +
Ben), selecionado a partir do resultado do ensaio de severidade do item 2.1 e o produto
Fosfito de Potassio (Phi). As doses utilizadas foram as recomendadas pelo fabricante e estéo

descritas na Tabela 2.

Tabela 2 — Tratamentos e doses utilizados no ensaio em casa de vegetacao

Tratamentos Dose

1. Azo + Bem 2T* 0,2 Kg ha™

2. Phi 2T 0,5 L ha*

3. Azo + Bem + Phi 2T* 0,2Kgha'+0,5L ha™
4. Azo + Bem PT* 0,2 Kg ha™

5. Phi PT 0,5L ha*

6. Azo + Bem + Phi PT*  0,2Kgha™+0,5L ha™

7. Testemunha = —cememm—

Azo: Azoxystrobin; Ben: Benzovindiflupyr; Phi: Fosfito de Potassio; 2T: Segundo
Trifélio
*Aplicados com Nimbus® (1,0 L ha™)
A aplicacdo dos produtos foi realizada quando as plantas atingiram o estadio V3 e de
duas formas diferentes: somente no 2° trifélio contado da base para o apice (2T) e na planta

toda (PT). Para a aplicacdo 2T, as plantas foram protegidas com sacos plasticos e somente o
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2° trifélio foi exposto para a aplicagdo dos produtos (Figura 2). Em cada trifolio foi aplicado,
com o auxilio de um borrifador, 0,9 mL da solugdo de cada tratamento sempre tomando o
cuidado para que os demais trifdlios e o solo ndo recebessem o produto. A protecdo foi
retirada das plantas somente quando as folhas se apresentaram totalmente secas. Na aplicacao
PT, foram pulverizados 8 mL da solugdo de cada tratamento sobre toda a planta até ponto de
escorrimento. A concentragdo de fosfito aplicada foi 36,8 mM por planta. O delineamento
experimental foi blocos casualizados, com quatro repeticdes e cada parcela foi constituida por

3 vasos com 4 plantas.

Figura 2 - (A) Posicdo dos trifélios na planta; (B) Aplicacdo dos produtos somente no 2°
trifolio; (C) Coleta dos trifolios.

Fonte: Do autor (2018).

Ap0s 24 horas da aplicacdo, foram coletados separadamente os primeiros, segundos e
terceiros trifélios de cada planta, com o auxilio de uma tesoura (Figura 2). Cada amostra foi
constituida por 12 trifélios. As folhas foram armazenadas em sacos de papel Kkrafit
identificados e encaminhados ao Laboratério de Analise Foliar do Departamento de Quimica
da Universidade Federal de Lavras.

2.2.3 Determinacao de fosforo/fosfito pelo método colorimétrico

As analises foram realizadas no ao Laboratorio de Analise Foliar, do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Lavras. A concentracdo de fdsforo/fosfito foi
determinada pelo método colorimético apds digestdo &cida do tecido foliar (incineracéo).
Durante o processo de extracdo ocorre a retirada dos elementos de compostos organicos ou
adsorvidos a estes compostos. O método se baseia na formacdo de um composto amarelo do
sistema vanadomolibdofosforico em acidez de 0,2a 1,6 M (MALAVOLTA et al., 1997).
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Neste procedimento, as folhas coletadas foram lavadas por alguns segundos em &gua
de torneira e enxaguadas com agua destilada em porgdes sucessivas. As amostras foram
acondicionadas em sacos de papel e secas em estufa com circulacdo forcada de ar, a
temperatura de 65 a 70 °C até peso constante. Apds este processo, as amostras foram moidas
em moinhos do tipo Wiley, peneiradas em peneiras de 20 mesh (1mm) e armazenadas em
vidros com tampa pléstica devidamente identificados.

No processo de extracdo, foram pesados 0,5 g da amostra no tubo de digestdo e
adicionado 6 mL da mistura de acido nitrico (HNO3) e acido perclérico (HCIO,4) na proporcgédo
de 2:1 (v/v). Em seguida, as amostras foram levadas para bloco digestor onde a temperatura
foi elevada gradativamente até atingir 160 °C e mantida a essa temperatura por 40 min até o
volume ser reduzido a metade. Em seguida, a temperatura foi elevada para 210 °C e mantidas
por 20 min até obter fumos brancos de HCIO4 e 0 extrato apresentar-se incolor. Apos as
amostras esfriarem, foram adicionados + 18 mL de 4gua destilada e pesado o volume final.

Para a determinacdo do fosforo total, o primeiro passo foi a obtencdo de uma curva
analitica. Foram pipetados em frascos com tampa, 10 mL das solu¢des padrdo de fosfato (a
prova em branco ou solucdo 0,0 mg/Kg de P correspondente a 10 mL de agua destilada). Em
seguida foram adicionados 4,0 mL do reativo colorido (molibdato de aménio 5% e
metavanadato de amdnio 0,25%) e homogeneizado até o desenvolvimento de cor amarela. A
solucdo ficou em repouso por 5 min, e apos procedeu-se as leituras a 420 nm. Dos resultados
obtidos, foi elaborado um grafico dos padrbes versus concentracdo de fdosforo neles
(HARRIS, 2001).

A determinagdo do fdsforo total foi realizada transferindo uma aliquota de 1 mL do
extrato nitrico-pérclorico obtido da extracdo para frascos de vidro e adicionado 9 mL de agua
destilada. Foram adicionados 4 mL de um reativo colorido (molibdato de aménio 5% e
metavanadato de aménio 0,25%), homogeneizado até o desenvolvimento de cor amarela. A
solugédo ficou em repouso por 5 min e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 420 nm.

A transformacdo para fosfito foi feita descontando o valor de fésforo total das
amostras em cima do valor de fosforo total das testemunhas. Foram adicionadas nas amostras
concentragdes conhecidas de fosfito e fungicida. Assim os valores foram expressos em
concentracdo de fosfito (mM). Os resultados foram submetidos a andlise de variancia,
empregando-se o sistema de analise estatistica SISVAR, versdo 5.6 (FERREIRA, 2011). As
médias dos tratamentos foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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2.2.4 Método tedrico - Andlise da interacdo fungicida-fosfito e sua influéncia no
carreamento do Benzovindiflupir e Azoxistrobina em plantas

As estruturas dos fungicidas Benzovindiflupir (Ben) e Azoxistrobina (Azo), assim
como a estrutura molecular do fosfito (Phi), foram obtidas computacionalmente por meio de
calculos de otimizacdo a luz da Teoria do Funcional de Densidade (DFT) utilizando o
software Gaussian. Os célculos foram realizados com o funcional M06-2X e funcdo de base
6-311++g(d,p). O ambiente de solvatacdo foi simulado utilizando o modelo continuo
polarizavel SMD2.

Para investigar a interacdo entre os fungicidas (F) e o fosfito (Phi), foram considerados
trés sistemas complexantes: azoxistrobina + fosfito (Azo_Phi), solatenol + fosfito (Sol_Phi) e
azoxistrobina + solatenol + fosfito (Azo_Sol_Phi). A energia de interagdo (AEFP) foi obtida
utilizando a equacéo (1), tal que EFP € a energia do complexo fungicida + fosfito (FP) em sua
geometria de energia minima, EF é a energia do fungicida em sua propria geometria e EP é a
energia do fosfito em sua prépria geometria. Todos os calculos foram realizados em meio

aquoso.

AE™P = Epp — (Ep + Ep) 1)

A analise dos dados foi dada de forma comparativa calculando-se a energia de
interagdo relativa (AAE), vide a equagdo (2), tal que a energia de interacdo AEFP ¢ diminuida
por uma energia de interag@o referéncia AEFPReferéncia. Esta energia de interagao referéncia
¢ o AEFP do sistema complexante mais estavel, de tal forma que AAE mensura a diferenca de

estabilidade entre os complexos FP.

AAE = AEFP — AEggferéncia (2)

De forma anéloga as equacdes (1) e (2), foram calculadas as energias livres de Gibbs
padrao de interagdo relativa (AA°G) a 2°C, por meio dos modos vibracionais dos sistemas
considerados. Ademais, as energias livres de Gibbs padrédo de solvatagéo foram obtidas de

acordo com a equacdo (3) a partir das energias livres de Gibbs em meio aquoso e no vacuo.

A°Ggory = Gégua — Gyacuo (3)
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Para avaliar a capacidade de difusdo dos fungicidas e dos complexos através de meios
com diferentes polaridades, foram calculadas suas lipofilicidades (logKow) utilizando a
equacdo (4) a partir das energias livres de Gibbs em &gua e em 1-octanol & 25°C (PIENKO et
al., 2016).

logkow = —(G1_octanot — Gégua)/Z:SOSRT (4)

A lipofilicidade também foi mensurada de forma relativa (eq. 5), tal que AlogKow

mostra a diferenca de lipofilicidade entre os sistemas estudados.

AlogKow = logKow — logKoW,¢ferencia ®)

3 RESULTADOS
3.1 Ensaio | — Severidade do oidio em soja

As menores AACPD na severidade do oidio foram obtidas pelos tratamentos
Azoxistrobina + Benzovindiflupir (Azo + Ben) PT e Trifloxistrobina + Proticonazol (Tri +
Pro) PT, com porcentagens de controle médias acima de 80%. Quando aplicados somente no
quarto trifélio, houve diferenca estatistica entre os tratamentos nos trifélios um e dois. Em
ambos, 0s tratamentos compostos por Azoxistrobina + Benzovindiflupir + Fosfito de Potassio
(Phi) 4T e Trifloxistrobina + Proticonazol + Fosfito de Potassio 4T proporcionaram
diminuicdo da AACPD quando comparados a testemunha, com porcentagem de controle de
33,28% e 43,98% para Azoxistrobina + Benzovindiflupir + Fosfito de Potassio 4T e 36,49% e
50,97% para Trifloxistrobina + Proticonazol + Fosfito de Potassio 4T nos trifélios um e dois
respectivamente. Nos demais trifolios ndo houve diferenca quando comparados a testemunha
(Tabela 3).
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Tabela 3- Efeito dos tratamentos na severidade de oidio em soja nos diferentes trifolios.
Médias com mesma letra nas colunas ndo diferem pelo teste Scott-Knott (p<0,05).

AACPD

Tratamento Trifolio1l Trifélio2 Trifélio3 Trifélio4 Trifélio5 Total
Azo + Ben +Phi4T  739,0b 626,1c 478,3b 33,3a 203,1b 382,5b
Azo + Ben 4T 1041,9c 838,8d 376,4b 0,0a 161,7b 442,2h
Azo + Ben PT 283,3a 21,9a 129,2a 21,9a 21,1a 61,7a
Tri + Pro + Phi 4T 620,5b 483,3b 727,7b 5,7a 225,4b 387,5b
Tri+ Pro 4T 935,9¢ 821,4d 477,9b 0,0a 225,8b 473,4b
Tri+ ProPT 184,3a 101,1a 16,3a 10,6a 17,1a 24,5a
Testemunha 1107,8d  985,9¢ 450,7b 226,3a 204,3b 592,7c
CVv 56,8

Azo: Azoxistrobina; Ben: Benzovindiflupir; Tri: Trifloxistrobina; Pro: Protioconazol; Phi: Fosfito de

Potéassio; 4T: Quarto Trifélio; PT: Planta Toda

3.2 Ensaio Il — Translocacéo de fosfito em plantas de soja

O fosfito foi detectado em amostras de folhas 24 horas apds a aplicacdo dos

tratamentos contendo Fosfito de Potassio A concentracdo estimada nos tecidos das plantas

ficou entre 0,3 e 3 mM. Em todas as folhas analisadas, inferior, aplicada e superior, houve

diferenca estatistica entre os tratamentos, e as associacOes entre fungicida e fosfito

promoveram aumento nas concentracdes em todos os trifélios. Nas amostras onde foi aplicado

somente o fungicida, ndo houve deteccédo de fosfito (Figura 3).
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Figura 3 — Andlise de fosfito em folhas superiores, aplicadas e inferiores de plantas de soja.
Azo (Azoxistrobina); Ben (Benzovindiflupir) Tri (Trifloxistrobina); Pro
(Protioconazol); Phi (Fosfito de Potassio); PT (Planta Toda). Médias com mesma
letra ndo diferem pelo teste Scott-Knott (p<0,05).
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Quando as concentragdes de fosfito sdo comparadas entre as folhas de um mesmo
tratamento, nota-se em todas as folhas inferiores, uma maior concentragéo e desta forma fica
mais evidente que a associacdo entre fosfito e fungicida promoveu um aumento na

translocacéo descendente deste anion na planta.

Figura 4 - Concentracdo de fosfito nos diferentes Trifolios: 1- Folha Inferior; 2- Folha
Aplicada; 3- Folha Superior. Azo (Azoxistrobina); Ben (Benzovindiflupir) Tri
(Trifloxistrobina); Pro (Protioconazol); Phi (Fosfito de Potéssio); PT (Planta
Toda). Médias com mesma letra ndo diferem pelo teste Scott-Knott (p<0,05).
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3.3 Interacao fungicida-fosfito e sua influéncia no carreamento do solatenol e
azoxistrobina em plantas

A Figura 5 ilustra a geometria obtida teoricamente dos complexos fungicida + fosfito.
E importante ressaltar que o fosfito é uma estrutura aniénica com carga -1 e possui trés
oxigénios em sua constituicdo, que sdo atomos eletronegativos. Dessa forma, os hidrogénios
deverdo ter densidade de carga positiva enquanto seus oxigénios terdo densidade de carga
negativa, principalmente aqueles ligados apenas ao &tomo de fésforo. Perante isto, nota-se que
o fosfito € um bom candidato a ser um aceptor de ligacdo de hidrogénio, ou seja, ele pode
interagir fortemente com hidrogénios pobres em densidade eletrbnica por meio de seus
atomos de oxigénios com alta densidade eletrénica. Contudo, existe também a possibilidade
de o fosfito agir como um doador de ligacdo de hidrogénio por meio do hidrogénio da
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hidroxila, embora possibilite uma interacdo mais fraca devido a sua condi¢do de molecular
anionica.

O fungicida Azoxistrobina (Azo) ndo possui hidrogénios pobres em densidade
eletronica, sendo assim um mal doador de ligacdo de hidrogénio. Entretanto, possui varios
sitios negativos e um deles foi capaz de interagir com o hidrogénio da hidroxila do fosfito. O
fungicida Benzovindiflupir (Ben) é um bom doador de ligagdo de hidrogénio por ter um
hidrogénio ligado a um nitrogénio. Dessa forma, os calculos tedricos apontaram uma ligacéo
de hidrogénio entre o oxigénio do fosfito e o grupo NH do Benzovindiflupir, além de uma
interacdo atrativa entre a ligagdo O-H do fosfito com o anel aromatico do Benzovindiflupir
Em um sistema composto por ambos os fungicidas (Azo + Ben), ambas as ligacGes de

hidrogénio descritas anteriormente prevaleceram.

Figura 5 - Estruturas moleculares obtidas computacionalmente para os complexos fungicidas
+ fosfito.

Ben + Phi
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Azo + Ben + Phi

Tabela 4 - Energias de interagao relativa (AAE), energias livres de Gibbs padrao de interagao
relativa (AA°G), energias livres de Gibbs padrdo de solvatagdo (A°Gsolv) e
lipofilicidade relativa (AlogKow) para os sistemas estudados. Valores de energia
em kcal.mol™. Azo (Azoxistrobina); Ben (Benzovindiflupir); Phi (Fosfito de

Potéssio)
Sistema AAE AA°G  A°Gy,, AlogKow
Phi - - 1,23 -7,66
Az0 - - 57,48 0,00
Ben - - 61,96 2,37
Az0 + Phi 8,71 3,39 0,00 -6,78
Ben + Phi 520 0,00 16,01 -2,87
Azo+Bem+Phi 0,00 10,56 15,09 -2,34

A Tabela 4 mostra os valores das energias livres de Gibbs padrdo de solvatagao
(A°Gsolv) e lipofilicidade relativa (AlogKow) para todos os sistemas avaliados e os valores
das energias de interacdo relativa (AAE) e energias livres de Gibbs padrio de interacdo
relativa (AA°G) para os complexos fungicida + fosfito. Os célculos tedricos para AAE
sugerem que o complexo Azo + Ben + Phi faz as interagfes mais fortes eletronicamente. Uma
vez que sdo observadas duas ligacdes de hidrogénio neste sistema, suas interacdes séo 5,20
kcal.mol™ mais fortes do que as observadas em Ben + Phi e 8,71 kcal.mol™ mais fortes que as
observadas em Azo + Phi.

Contudo, os resultados em AA°G mostraram que a interacao entre o Benzovindiflupir

e o fosfito (Ben + Phi) é cerca de 3,50 kcal.mol™ mais forte que a interacdo entre o
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Azoxistrobina e o fosfito (Azo + Phi). Isto provavelmente se deve ao fato de o fosfito ser
melhor aceptor de ligacdo de hidrogénio do que um doador, e o Benzovindiflupir € o melhor
doador de ligacdo de hidrogénio entre os dois fungicidas. Apesar da alta estabilidade prevista
pelo AAE, os calculos tedricos também sugerem que a possibilidade do fosfito interagir com
os dois fungicidas ao mesmo tempo é termodinamicamente improvavel (Azo + Ben + Phi),
cerca de 10,50 kcal.mol™ mais instavel que o Ben + Phi e cerca de 7 kcal.mol™ mais instavel
que o0 Azo + Phi.

Contudo, os calculos tedricos mostram que o complexo Azo + Phi € o sistema mais
solivel em agua. Para os mondmeros em questdo, o fosfito é a espécie mais sollvel, enquanto
os fungicidas possuem A°Gsolv mais de 50 kcal.mol™ maior. Entretanto a importancia desses
resultados € que a interacdo com o fosfito € capaz de aumentar drasticamente a solubilidade
dos fungicidas. Além do A°Gsolv para 0 Azo + Phi ser o menor entre eles, diminuindo cerca
de 57 kcal.mol™ do A°Gsolv do Azoxistrobina, a energia livre de Gibbs padréo de solvatacéo
do Benzovindiflupir diminui em cerca de 46 kcal.mol™ ao interagir com o fosfito.

Em relacdo a lipofilicidade dos fungicidas, o logKow da azoxistrobina é estimado em
2,5, segundo a Syngenta. O logKow estimado para o Benzovindiflupir é aproximadamente
4,00 — 4,22, segundo algumas plataformas (XLOGP3-AA e KOWWIN), cerca de 1,5 a 2,00
unidades maior do que o logKow do produto da Syngenta. Os calculos tedricos estimam que o
logKow para o Benzovindiflupir € 2,37 maior do que o estimado para o Azoxistrobina, sendo
este 0 menor valor encontrado (Tabela 4). Portanto, esta estimativa é relativamente assertiva
em relacdo as predicOes ja estabelecidas. Ademais, os calculos predizem que a lipofilicidade
diminui cerca de 7 unidades para o Azoxistrobina e cerca de 4 unidades para o
Benzovindiflupir, quando os fungicidas interagem com o fosfito. Esta diferenca na
lipofilicidade pode ser explicada pelo A°Gsolv, tal que o sistema mais soliivel em 4gua tende

a ser o menos lipofilico.

4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo permitiu analisar a translocacao sistémica de
fosfito na presenca ou ndo de fungicida em plantas de soja. O primeiro passo foi analisar a
severidade do oidio em folhas abaixo das aplicadas. Neste caso, pode-se notar reducdo na
AACPD e as porcentagens de controle nos primeiros trifolios foram de 33,28% e 43,98% para
os tratamentos Azoxistrobina + Benzovindiflupir + Fosfito de Potéssio 4T e Trifloxistrobina +

Proticonazol + Fosfito de Potassio 4T respectivamente. Resultados semelhantes foram obtidos



37

no segundo trifélio e as porcentagens de controle foram 36,49% e 50,97% para Azoxistrobina
+ Benzovindiflupir + Fosfito de Potéssio 4T e Trifloxistrobina + Proticonazol + Fosfito de
Potassio 4T respectivamente. Trabalhos comprovam a eficiéncia de fosfito aplicado via parte
aérea no controle de diversas doencas, principalmente as radiculares, causadas por Oomicetos.
Em batata, aplicacbes de fosfito via foliar foram capazes de inibir o crescimento de
Phytophthora infestans devido ao acumulo dos ions nos tubérculos, diminuindo a incidéncia
da doenca (BORZA et al., 2014; BORZA et al., 2016). Na Africa do sul na cultura do abacate,
o fosfito é aplicado via injecdo de tronco, duas vezes ao ano para o controle de doencas
radiculares como a causada por Phytophthora cinnamomi, com obtencdo de resultados
satisfatorios (McLEOD et al., 2018). Além dos Oomicetos, os fosfitos tem apresentado bons
resultados no controle de doencas causadas por patdgenos nao pertencentes a este grupo,
como por exemplo, Colletotrichum sp. em feijdo (SILVA et al., 2015; COSTA et al., 2017),
Phoma costarricensis em café (NOJOSA et al., 2009) e Alternaria alternata em macieira
(REUVENI; SHEGLOV; COHEN, 2003).

O fosfito € considerado um analogo ao fosfato, devido as suas similaridades
estruturais. No entanto, o fosfito ndo € incorporado a compostos organicos, pois este
composto ndo pode ser reduzido a fosfato dentro da planta (DALIO et al., 2012; GUEST;
GRANT, 1991; McDONALD; GRANT; PLAXTON, 2001). Estudos indicam que os fosfitos,
quando aplicados nas plantas, € sistemicamente translocados via xilema e floema e segue uma
relacdo fonte-dreno entre os varios pontos de crescimento, tais como raizes, folhas e frutos
(DANOVA-ALT et al., 2008; GUEST; PEGG; WHILEY, 1995). No presente trabalho, pode
constatar a presenca de fosfito em todos os trifélios analisados. Porém os trifélios inferiores
apresentaram maiores concentracdes de fosfito, indicando maior translocacao via floema deste
composto.

Os fungicidas quando aplicados nas plantas precisam vencer varias barreiras, como
por exemplo a cuticula, para que consiga penetrar nos tecidos foliares. Esta absorcdo esta
associada a varios fatores, destacando a solubilidade em agua e lipofilicidade dos compostos
sendo as mais importantes (WANG; LIU, 2007). Apo6s ser absorvido pelos tecidos, as
moléculas s&o translocadas com redistribuicdo translaminar/local ou atingem os vasos de
xilema, podendo ser levadas a longas distancias do local de aplicacdo de forma ascendente.
Neste caso, a lipofilicidade é a propriedade fisica mais critica para a redistribuicdo dentro dos
tecidos vegetais. Esta lipofilicidade esta relacionada com um parametro denominado logKow,
e os valores ideais para que ocorra mobilidade s&o os inferiores a 3 (KLITTCH, 2014). O

produto Azoxistrobina + Benzovindiflupir, utilizado neste trabalho, possui uma mistura de
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dois grupos quimicos de fungicidas, a estrobilurina (Azoxistrobina) e a carboxamida
(Benzovindiflupir) e segundo o fabricante, apresentam logKow em torno de 2,5.

Um modelo teorico foi elaborado para demostrar a interacdo entre as moléculas de
fosfito e fungicida e seu possivel comportamento no interior da planta. Os célculos tedricos a
luz da Teoria do Funcional de densidades aplicados a investigacdo da interacdo entre os
Azoxistrobina e Benzovindiflupir e o fosfito, mostraram que o Benzovindiflupir é capaz de
realizar interagdes mais fortes. Além do mais, a interacdo com o fosfito é capaz de aumentar
drasticamente a solubilidade dos fungicidas em agua. Este aumento leva a uma diminuicdo de
sua lipofilicidade, podendo atingir valores negativos. Tal fato implica na diminuicdo da
capacidade de difusdo dos fungicidas através de membranas ao se complexarem com o fosfito
0 que facilitaria a sua mobilidade. Isto seria vantajoso, pois os fosfitos seriam capazes de
carrear as moléculas do fungicida para partes onde ndo ocorreu deposi¢cdo do produto e
aumentar a capacidade de protecédo das plantas.

Outro fato interessante ocorrido, foi 0 aumento da concentragdo de fosfito na presenca
do fungicida em todos os trifélios analisados. Isto provavelmente ocorreu devido a interacdo
entre as moléculas provocar uma maior solubilidade causando uma maior translocacdo e
acumulo do fosfito nos tecidos foliares.

O acumulo de fosfito na planta é vantajoso e pode exercer efeitos fungitoxicos contra
varios fitopatdgenos. Segundo Stasikowski et al. (2014), a concentracdo minima acumulada
nos tecidos das plantas necessaria para exercer esse efeito toxico ficaria acima de 1mM. Este
fato foi comprovado por Costa et al. (2017) onde a concentracdo de 1mM foi capaz de reduzir
o crescimento micelial do fungo Colletotrichum lindemutianum. Em batata, analises
revelaram que a concentracdo de fosfito, quando aplicados via foliar, em tubérculos foram em
média 1,9 mM e esta concentracao foi capaz de inibir o crescimento micelial de Phytophthora
infestans. No presente trabalho, todos os tratamentos contendo fosfito nas folhas inferiores e a
associacdo entre fosfito e fungicida na folha aplicada, apresentaram concentragdes superiores
a 1mM que provavelmente contribuiram para a reducdo da severidade da doenca. Perante o
exposto, pode-se inferir que a presenca do fungicida aumenta a translocacdo basipetal do

fosfito quando aplicado via foliar.
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5 CONCLUSAO

1. A associacéo entre fosfito e fungicida promove controle da doenca em folhas baixeiras;

2. Fosfitos quando aplicados associados a fungicidas promovem um maior acimulo de fosfito
nas partes mais baixas da planta;

3. Na hipotese que o carreamento dos fungicidas ocorra através dos vasos condutores das
plantas, o fosfito ira contribuir fortemente para este fenbmeno e terd preferéncia para
complexar com o Benzovindiflupir, embora sua interacdo com o Azoxistrobina também seja

relevante.
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RESUMO
Os fosfitos séo altamente utilizados no manejo de doengas da soja. Entretanto, 0 seu uso

associado a fungicidas ndo é bem elucidado. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
acao sistémica do Fosfito de Potéssio, aplicado de forma isolada ou em mistura com o
fungicida sistémico Azoxistrobina + Benzovindiflupir, na severidade do oidio, na expressdo
de genes e na atividade de enzimas de defesa. Os tratamentos foram aplicados somente em um
trifolio da planta. Diferentes trifolios foram coletados para a avaliagdo do experimento. Foram
avaliadas a expressdo dos genes LOX, PR3 e PAL, que codificam, respectivamente, enzimas
lipoxigenase, ligada a rota do &cido jasmonico, quitinase e fenilalanina amonia-liase. Foram
avaliados também, por meio da atividade de enzimas de defesa, a fenilalanina aménia-liase
(PAL), peroxidase (POX), superoxido dismutase (SOD) e ascorbato peroxidase (APX). De
acordo com os resultados obtidos pela severidade, somente os tratamentos fosfito de potassio
isolado ou na presenca de fungicida promoveu uma maior porcentagem de controle nas folhas
inferiores. Porém, foi observado que todos os tratamentos avaliados promoveram a expressao
dos genes e atividade das enzimas em todas as folhas avaliadas, comprovando a atividade de

resposta de defesa sistémica.

PALAVRAS-CHAVE: Glycine max, inducéo de resisténcia, genes de defesa.



44

ABSTRACT
Phosphites are highly used in soybean disease management. Altough, its use is associated

with fungicides, It is not well understood. The present work will evaluate the systemic action
of Potassium Phosphite, applied alone or in combination with the systemic fungicide
Azoxystrobin + Benzovindiflupyr, on powdery mildew severity, gene expression and defense
enzyme activity. The treatments were applied only to a plant trifoliate. Different trifoles were
collected for the evaluation of the experiment. The expression of LOX, PR3 and PAL genes
encoding lipoxygenase enzymes, linked to the jasmonic acid route, chitinase and
phenylalanine ammonia lyase, respectively, were evaluated. Phenylalanine ammonia lyase
(PAL), peroxidase (POX), superoxide dismutase (SOD) and ascorbate peroxidase (APX) were
also evaluated by defense enzyme activity. According to the results, only potassium phosphite
treatments isolated, or in the presence of fungicide promoted a higher percentage of control in
the lower leaves. However, it was observed that all evaluated treatments promoted gene
expression and enzyme activity in all evaluated leaves, proving the systemic defense response
activity.

KEY WORDS: Glycine max, resistance induction, defense genes.
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1 INTRODUCAO

A cultura da soja (Glycine max) ganha cada vez mais importancia na agricultura
mundial. O Brasil segue como o segundo maior produtor, ficando atrds somente dos EUA
(CONAB, 2018). Séo véarios os fatores bioticos e abioticos capazes de interferir na sua
produtividade, dentre eles as enfermidades se destacam, como o mildio, oidio, ferrugem
asiatica, antracnose entre outras, provocando perdas consideraveis na producdo (JUHASZ et
al, 2013). O manejo mais empregado para o controle de doencas € por meio da utilizacdo de
produtos quimicos. Entretanto, o uso continuo de fungicidas pode causar a selecdo de
patdgenos resistentes de safra para safra (FRAC, 2017). Outro problema enfrentado é o fato
da maioria das doencas se desenvolverem nos tercos inferiores das plantas, onde o controle se
torna mais dificil pelo fato da grande dificuldade das pulverizacGes alcancarem esta regido das
plantas (HENNING et al., 2014; PRADO et al., 2010). Uma alternativa que atente aos
requisitos de eficiéncia é a utilizacdo de indutores de resisténcia sistémicos, aplicados isolados
ou associados a fungicidas. Apesar de ndo evitar a doenca, quando aplicados sozinhos, a
maioria reduz a intensidade entre 20 a 85% (WALTERS; FOUNTAINE, 2009).

As plantas naturalmente se protegem contra o ataque de patdgenos usando uma
complexa gama de mecanismos, por meio de uma rede elaborada de sinais que resultam na
expressao de respostas de defesa (WALTERS; FOUNTAINE, 2009). Entre elas, pode-se
incluir a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), considerada a primeira linha de
respostas de defesa, a biossintese de fitoalexinas, acimulos de proteinas relacionadas a
patogénese (PRs) e reforco da parede celular (HAMMERSCHMIDT, 1999). Os indutores de
resisténcia sdo compostos naturais ou sintéticos que estimulam respostas de defesa
semelhantes as observadas em interagfes incompativeis resultando na chamada resisténcia
induzida (DANIEL; GUEST, 2006). Esta resisténcia consiste na ativacdo dos mecanismos de
defesa latentes da planta e € em um fenémeno local ou sisttémico sendo efetivo contra uma
ampla gama de fitopatogenos (VAN LOON et al. 1998).

Dentre os inimeros agentes usados como indutor de resisténcia em plantas, destacam-
se os fosfitos, e seus efeitos ja foram comprovados em diversos patossistemas, como por
exemplo, mildio em soja (SILVA et al., 2011), vérias espécies de Phytophthora (LOBATO et
al, 2011; BORZA et al., 2014; McLEOD et al., 2018), antracnose do feijoeiro (COSTA et al.,
2017), fusariose e podriddes em batata (LOBATO et al, 2011). Os fosfitos sdo obtidos por
meio da neutralizacdo do &cido fosforoso (H3PO3) por uma base forte, formando o fosfito

seguido pelo nome da base (fosfito de potassio, calcio, cobre e etc.). Possuem como principais


https://www.cambridge.org/core/journals/journal-of-agricultural-science/article/practical-application-of-induced-resistance-to-plant-diseases-an-appraisal-of-effectiveness-under-field-conditions/4865980A103E49FBC16BDFB838518857/core-reader#ref027
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caracteristicas alta solubilidade e mobilidade quando aplicados na planta, permitindo maior
translocacédo pelos tecidos vegetais (DALIO et al., 2012). Sua acdo sistémica se da pelo fluxo
dos vasos lenhosos, isto é, via xilema e via floema (SCHROETTER et al., 2006). Estes
compostos ativam diversos mecanismos distintos de defesa, por meio do aumento da
transcricdo de genes da via do &cido salicilico e do &cido jasmonico/etileno, sintese de
fitoalexinas e compostos fendlicos, ativacdo de PR-proteinas e ainda proporcionam o aumento
de lignina, fortificando as barreiras naturais dos tecidos (SAUTTER et al., 2008;
CARMONA; SAUTUA, 2011; ESHRAGHI et al., 2011; DALIO et al., 2012). A ativacao
sistémica de respostas de defesa via aplicacdo de fosfitos foram comprovadas em varios
trabalhos, como por exemplo, em batata onde aplicacdes foliares de fosfito de potassio foram
capazes de promover aumento na atividade das enzimas quitinase, peroxidase,
polifenoloxidase e incrementos na sintese de fitoalexinas em tubérculos. Este fato pode estar
relacionado a grande capacidade do fosfito translocar de forma descendente, ou seja, via
floema (LOBATO et al., 2011).

Os fosfitos promovem respostas de defesa na planta, porém ndo existem trabalhos
especificos relatando a sua acdo sistémica em plantas e se o fato de estar associado a um
fungicida sistémico proporciona um aumento da defesa em partes da planta onde néo
receberam o produto, principalmente o baixeiro. Os fungicidas sisttmicos, de maneira geral,
translocam nas plantas de forma ascendente. Deste modo, esta hipétese foi proposta devido a
possibilidade de interacdo entre as moléculas de fosfito e fungicida sistémico, e estas serem
translocadas via floema.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia do fosfito
de potassio isolado e associado a fungicida e a possivel acdo sistémica destes produtos em
diferentes trifolios de plantas de soja por meio da severidade do oidio (Microsphaera diffusa).
Além disso, foram realizadas andlises da expressdo dos genes relacionados a rota do acido
jasmonico (LOX), a PR-proteina (PR3) e no metabolismo dos fenilpropanoides (PAL) e
analises bioquimicas das enzimas de defesa fenilalanina amoénialiase (PAL), peroxidase

(POX), superdxido desmutase (SOD) e ascorbato peroxidase (APX).

2 MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido em casa-de-vegetacdo e no Laboratério de Fisiologia do

Parasitismo da Universidade Federal de lavras, Lavras, MG, Brasil.
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2.1 Obtencgéo do material vegetal

Sementes de soja da cultivar N5909 RR (Nidera) foram semeadas em vasos de
polietileno (3,5 dm®) contendo somente substrato comercial Tropstrato HT Hortalicas®. Cada
vaso continha seis sementes e apds a germinacdo foi realizado um desbaste deixando apenas
quatro plantas por vaso. Durante todo o periodo experimental, as plantas foram mantidas em
casa-de-vegetacdo do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), Minas Gerais, Brasil, irrigadas periodicamente e adubadas de acordo com a

necessidade da cultura.

2.2 Tratamentos e aplicacao dos produtos

Os produtos utilizados no ensaio foram o fungicida sistémico Azoxistrobina +
Benzovindiflupir (Azo + Ben), o fertilizante foliar Fosfito de Potéassio (Phi), e o indutor
padrdo de resisténcia Acibenzolar-S-metil (ASM). As doses utilizadas foram as recomendadas

pelos fabricantes e estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Tratamentos e doses utilizados no ensaio em casa-de-vegetacao

Tratamentos Dose

1. Azo + Ben 0,2 Kg ha™

2. Phi 0,5 L ha*

3. Azo + Bem + Phi 0,2Kgha™+0,5 L ha'
4. ASM 0,025 Kg ha™*

5. Testemunha = = —emmmmmmmm—mo

Azo: Azoxystrobin; Ben: Benzovindiflupyr; Phi: Fosfito de Potassio; ASM:
Acibenzolar-S-metil

Os produtos foram aplicados somente no 2° trifélio, contando da base para o apice,
quando as plantas atingiram o estagio V3. Para tal procedimento, as plantas foram protegidas
com sacos plasticos e somente o 2° trifélio foi exposto para a aplicagdo dos tratamentos. Os
tratamentos foram aplicados sobre as folhas com o auxilio de um borrifador manual até o
ponto de escorrimento, sempre tomando o cuidado para que os demais trifolios e o solo nao
recebessem o produto. A protecéo foi retirada somente quando as folhas estavam totalmente

secas (Figura 1).
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Figura 1 - (A) Posicdo dos trifolios na planta; (B) Aplicacdo dos produtos somete no 2°
trifélio.

Fonte: Do autor (2018).

Os tratamentos utilizados foram 0s mesmos para 0s ensaios de severidade e para as

analises moleculares e bioguimicas, porém conduzidos separadamente.

2.3 Protecédo de plantas de soja contra oidio

As plantas foram infectadas naturalmente pelo fungo causador do oidio da soja
(Microsphaera difusa) e ja estava presente antes da aplicacdo dos tratamentos. As avaliacdes
da severidade da doenca foram realizadas semanalmente, a partir da aplicacdo dos produtos,
totalizando cinco avaliagOes, utilizando-se a escala diagramética proposta por Polizel &
Juliatti (2010). Foram avaliados separadamente os trifélios um, dois e trés para comparar em
cada um deles o progresso da doenca. O delineamento experimental utilizado foi blocos
casualizados (DBC), com quatro repeticdes e cada parcela foi constituida por um vaso com
duas plantas. Os dados coletados foram utilizados para o calculo da area abaixo da curva de
progresso da severidade da doenga (AACPD) e os resultados foram submetidos a analise de
variancia, empregando-se o sistema de analise estatistica SISVAR, versdo 5.6 (FERREIRA,
2011). Quando significativo, as médias dos tratamentos foram agrupadas pelo teste de Scott-
Knott (P < 0,05).

2.4 Coleta do material para analises moleculares e bioquimicas

As coletas foram realizadas nos tempos 0, 24, 72, 96 e 144 horas apés a aplica¢do dos

tratamentos. Foram coletados os trifélios 1, 2 e 3 separadamente, acondicionados em papel
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aluminio e rapidamente congelados em nitrogénio liquido onde foram mantidos até serem

armazenados em ultrafrezeer (-80 °C) para as posteriores anélises (Figura 2).

Figura 2 - (A) Posi¢do dos trifélios na planta; (B) Coleta dos trifolios

Fonte: Do autor (2018).

Os tratamentos selecionados para as andalises foram Fosfito de Potassio, Azoxistrobina
+ Benzovindiflupir + Fosfito de Potéssio, Acibenzolar-S-metil e Testemunha. Neste caso, 0
tratamento Azoxistrobina + Benzovindiflupir ndo foi utilizado, pois se pretende avaliar a acdo
sistémica da associacdo entre fosfito e fungicida sisttmico e ndo somente o fungicida. O
ensaio foi conduzido em delineamento experimental de blocos casualizados (DBC), com trés

repeticdes e duas plantas por repeticdo para cada tempo de coleta.

2.5 Analise da expressao génica por RT-qgPCR

O tempo de coleta escolhido para a realizacdo das andlises foi 24h apds a aplicagéo
dos produtos. O material vegetal coletado foi macerado em nitrogénio liquido e,
aproximadamente 0,24 g de cada amostra macerada foi utilizado para extracdo do RNA total.
A extracdo foi realizada pelo método Concert™ Plant RNA Reagent (Invitrogen), modificado.
Para isso, adicionou-se nos tubos contendo o material vegetal, 600 puL de Concert™ e, logo
em seguida, foram homogeneizados em agitador e postos na horizontal durante 10 min em
temperatura ambiente. Apo6s o tempo, os tubos foram centrifugados por a 4°C em 14000 rpm
por 6 min. Posteriormente, foram coletados 450 pL do sobrenadante e transferido para outro
tubo contendo 100 puL de NaCl 5M. Ainda nestes tubos, foram adicionados 300 pL de
cloroformio, levados ao agitador por 1 min e centrifugados a 4 °C em 14000 rpm por 11 min.

Em seguida, 420 pL do sobrenadante foram transferidos para novos tubos contendo 100 uL
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de NaCl 5M e adicionados novamente 300 pL de cloroférmio, agitados por 1 min e
centrifugados a 4 °C em 14000 rpm por 11 min. A seguir, foram coletados 380 pL do
sobrenadante, adicionados 380 pL de isopropanol e deixados overnight sob temperatura de -
20 °C. Logo apos esse periodo, os tubos foram centrifugados a 4 °C em 14000 rpm por 26
min. Na sequéncia, o sobrenadante foi descartado, e ao peleti foram adicionados 600 pL de
etanol 75% e centrifugados novamente a 4 °C em 14000 rpm por 6 mim. Esta etapa foi
realizada duas vezes. Por fim, os tubos foram secos em cémara de fluxo e a eles foram
adicionados 20 pL de 4gua ultra—pura e armazenados em ultrafreezer a -80 °C.

A integridade do RNA foi visualizada em gel de agarose 0,7%, corado com GelRed ™,
e as amostras quantificadas em espectrofotdmetro NanoVue™ Plus Spectrophotometer (GE
Healthcare).

Posteriormente, para garantir a qualidade e apenas a presenca de RNA, as amostras
foram tratadas com DNASE, com o Kit TURBO DNA-free™ (Invitrogen), de acordo com
protocolo sugerido pelo fabricante, e novamente quantificadas em NanoVue™ Plus
Spectrophotometer.

Para a sintese de cDNA, utilizou-se o Kit “High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit” (Applied Biosystems' ™), seguindo as instrucdes do fabricante. As
amostras foram mantidas em -20 °C até o uso.

Os primers para andlise da expressdo génica utilizados nesse estudo foram:
Fbox - F: 5-AGATAGGGAAATGGTGCAGGT-3"; Fbox R: 5'-
CTAATGGCAATTGCAGCTCTC-3' ¢ ATPb - F: 5-GATCAGCAATTATGCACAACG-3/;
R: 5-CCGCCACCATCCAGATTATGT-3', utilizados como genes de referéncia na
normalizacdo da expressdo génica em soja, ambos desenhados por Libault et al. (2008). Os
genes Quitinase — PR3 F: 5-GAAATTGTGTTCGGTGATGCT-3’; PR3 R: 5'-

CAGCTTGTGTGCCACATTG-3’; Fenilalanina aménia-liases - PAL F: 5'-
TTGATCCACTTTTGGAATGC-3"; PAL R: 5-CACGTGTACAGAAAAGAAACCA-3' ¢
Lipoxigenase - LOX F: 5-TCCCAGAAGAAGGAACCAAA-3; LOX R: 5"

GAAATGTCAATAAGGGTCTCG-3', utilizados como genes de defesa da planta.

Para analise da RT-gPCR, foi utilizado o modelo ABI PRISM 7500 FAST Real-Time
PCR (Applied Biosystems) e o sistema de detecgéo foi o SYBR Green. Para cada reagéo foi
utilizado 1,0 pL de cDNA, 0,2 pL de cada primer a 10 uM e 5,0 pL de SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems), para um volume final de amostra de 10 puL. A amplificacdo
foi conduzida em incubag0es iniciais por 23 segundos a 95 °C, 30 segundos a 95 °C, seguidos

por 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C, e finalizando com 15 segundos a 95
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°C e 15 segundos a 65 °C, com detec¢édo do sinal da fluorescéncia ao final de cada etapa de
extenséo.

Para cada gene em estudo, o experimento foi conduzido a partir de cDNAs obtidos de
trés repeticbes biologicas, com trés replicatas técnicas, sendo os resultados normalizados,
usando os CTs (Ciclo Threshold), obtidos somente pela expressdo do gene constitutivo Fbox.
A quantificacdo da expressdo génica foi realizada pelo método CT comparativo (PFAFFL,
2001)

2.6 Andlise da atividade enziméatica

Foram realizadas analises enzimaticas para todos os tempos de coleta mencionados no
item 2.4. As enzimas avaliadas foram Fenilalanina amonia-liases (PAL), Peroxidase (POX),
Superoxido dismutase (SOD) e Ascorbato peroxidade (APX). Os extratos enzimaticos
utilizados nas anéalises foram obtidos por meio de maceragdo de amostras de tecido foliar em
nitrogénio liquido em almofariz, até a obtencdo de um pd fino. O tecido macerado obtido foi
homogeneizado em tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0), na proporcdo de 1,0 mL de
tampdo para 0,2 g de tecido macerado. O homogeneizado foi centrifugado a 12.000 rpm por
15 min a 4 °C, e o sobrenadante obtido foi utilizado para as determina¢fes enzimaticas.

A atividade da enzima PAL foi determinada de acordo com metodologia proposta por
Zucker (1965). Para isso, foram adicionados 10 puL do extrato enzimdtico a uma mistura
contendo 140 pL de tampéo Tris-HCI 100 mM (pH 8,8) e 50 uL de L-fenilalanina 50 mM. A
mistura da reagdo foi incubada a 37 °C durante 20 minutos. A absorbancia dos derivados do
acido trans-cindmico foi medida em espectrofotdmetro a 280 nm e o coeficiente de extingcao
molar de 10.000 mM™cm™ foi utilizado para calcular a atividade da PAL, a qual foi expressa
em pM min™ mg™ de proteina.

A atividade da POX foi realizada de acordo com a metodologia de Kar & Mishra
(1976) que se da por meio da oxidacdo do guaiacal. Para esta reacdo, foram adicionados 20
puL do extrato enzimatico a mistura de 100 pL. de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH
7,0), 40 puL de guaiacol 50 Mm e 40 pL de peroxido de hidrogénio 125 mM. Apds a
incubacédo a 30 °C por 10 minutos, a absorbancia foi medida a 480 nm em espectrofotdmetro.
O coeficiente de extincdo molar de 2,47 mM™ cm™ foi utilizado para calcular a atividade da
POX (CHANCE & MAEHLEY, 1955), a qual foi expressa em mM de tetraguaiacol

produzido por min™ mg™ de proteina.
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A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi determinada pela capacidade da
enzima de inibir a fotorreducdo do azul de nitrotetrazélio (NBT), conforme Giannopolitis &
Ries (1977). A reacao foi composta por 10 uL do extrato enzimatico, 31 puL de agua, 2 uL de
riboflavina 0,2 mM, 2 uL de EDTA 10 uM, metionina 70 mM, tampao fosfato de potassio
100 mM pH 7,8 e 15 uL de NBT 1 mM. As placas foram incubadas, por 7 minutos, em
camara fechada com lampada fluorescente de 30W. Em seguida, a leitura foi realizada a 560
nm e a unidade da enzima correspondeu a sua capacidade de inibir em 50% a fotorreducédo do
NBT.

A atividade da APX foi determinada pelo método de Nakano & Asada (1981). Foram
adicionados 10 pL do extrato enzimatico a uma solu¢do contendo 100 pL de tampao fosfato
de potéssio 200 mM (pH 7,0), 10 uL de acido ascorbico 10 mM, 10 uL de perdxido de
hidrogénio 2 mM e 70 pL de 4gua. A atividade enzimatica foi mensurada pela oxidacdo do
ascorbato a 290 nm, durante 3 min a 25 °C. O coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM™ cm™,
foi utilizado para calcular a atividade da APX, a qual foi expressa em mM min™ mg™ de
proteina.

A proteina total foi mensurada de acordo com o método colorimétrico descrito por
Bradford (1976), usando-se uma curva padrdo de albumina sérica bovina. Todos os ensaios
foram realizados em triplicata em microplacas de 96 cavidades.

Dos resultados obtidos, foram plotados graficos cujos os valores positivos representam
a ocorréncia de atividade enzimética das enzimas analisadas e 0s negativos, a auséncia dessa

atividade.

3 RESULTADOS

3.1 Protecédo de plantas de soja contra oidio

Na avaliagdo da severidade do oidio em plantas de soja, observou-se que nas folhas
inferiores houve diferenca estatistica entre os tratamentos. Acibenzolar-S-metil, Fosfito de
Potassio e Azoxistrobina + Benzovindiflupir + Fosfito de Potassio, 0s quais apresentaram as
menores AACPD quando comparadas a testemunha e porcentagens de controle de 57%,
30,97% e 49,41% respectivamente. Nas folhas aplicadas, os tratamentos Azoxistrobina +
Benzovindiflupir e Azoxistrobina + Benzovindiflupir + Fosfito de Potassio diferiram

estatisticamente dos demais e proporcionaram porcentagens de controle de 41,40% e 56,95%
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respectivamente. Nas folhas superiores ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos
(Figura 3).
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Figura 3 - Efeito dos tratamentos na area abaixo da curva de progresso da severidade do oidio
(AACPD) nas folhas inferior, aplicada e superior, em condi¢des de casa-de
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3.2 Andlise da expressdo dos genes PAL, PR3 e LOX

Na analise molecular, em que se avaliou a expressdo relativa de genes relacionados a
defesa da planta as 24 horas apés a aplicacdo dos tratamentos, para o gene PAL, observou-se
que nas folhas inferiores somente o tratamento Fosfito de Potassio proporcionou o aumento
dos transcritos desse gene em relacdo a testemunha. Nas folhas aplicadas e nas folhas
superiores, todos os tratamentos aumentaram 0s niveis de transcritos em relacdo a planta
controle. Porém o tratamento Acibenzolar-S-metil apresentou o maior nivel de transcritos
para as folhas aplicadas (Figura 4A).

Com relacdo aos niveis de transcritos do gene PR3, nas folhas inferiores houve
aumento dos transcritos somente para o tratamento Azoxistrobina + Benzovindiflupir +
Fosfito de Potassio Nas folhas aplicadas, os tratamentos Azoxistrobina + Benzovindiflupir +
Fosfito de Potassio e Fosfito de Potassio promoveram aumento dos transcritos quando
comparados a testemunha. Nas folhas superiores, ocorreu baixo nivel de transcritos para este
gene, e todos foram préximos a testemunha (Figura 4B).

Para os niveis de transcritos do gene LOX, ndo ocorreu aumento de transcritos nas
folhas inferiores. Nas folhas aplicadas, todos os tratamentos proporcionaram aumento dos
transcritos. Nas folhas superiores, 0 aumento de transcritos ocorreu somente para o tratamento

Fosfito de Potassio, de forma que o primeiro apresentou os maiores niveis (Figura 4C).
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Figura 4 - Expressao relativa dos genes PAL (A), PR3 (B) e LOX (C) nas folhas inferior (1),
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3.3 Atividade das enzimas PAL, POX, SOD e APX

Na avaliacdo da atividade relativa da enzima PAL em plantas de soja, nota-se que
houve atividade nas folhas inferiores em todos os tempos avaliados e praticamente em todos
os tratamentos. No tempo 24 horas a enzima apresentou aumento da atividade para todos os
tratamentos, destacando Acibenzolar-S-metil como o maior pico. As 72 horas, Acibenzolar-S-
metil seguiu proporcionando a maior atividade da PAL comparada aos demais tratamentos. A
partir de 96 horas, nota-se que o tratamento Acibenzolar-S-metil comega a apresentar uma
queda de atividade enzimatica. Nas folhas aplicadas, ocorreu atividade enzimatica somente no
tempo de 72 horas e o tratamento Fosfito de Potassio se destacou, sendo superior até mesmo
ao indutor padrdo Acibenzolar-S-metil. Nas folhas superiores, somente o tratamento Fosfito
de Potassio apresentou um pequeno aumento da atividade da PAL (Figura 5).

Na andlise da atividade relativa da enzima POX, observou-se nas folhas inferiores que
o0 tratamentos Fosfito de Potassio proporcionou pequeno incremento na atividade da POX as
24 e 48 horas. Picos consideraveis ocorreram as 96 horas para os tratamentos Acibenzolar-S-
metil, Azoxistrobina + Benzovindiflupir + Fosfito de Potassio e Fosfito de Potassio. Nas
folhas aplicadas, os maiores picos de atividade ocorreram nos tempos 24, 72 e 144 horas. As
24 horas, os tratamentos Acibenzolar-S-metil, Azoxistrobina + Benzovindiflupir + Fosfito de
Potassio e Fosfito de Potassio proporcionaram niveis elevados de atividade enzimatica. As 72
horas, os tratamentos Acibenzolar-S-metil e Azoxistrobina + Benzovindiflupir + Fosfito de
Potéassio mantiveram os picos de atividade quando comparados ao tempo anterior. As 96
horas, somente as plantas pulverizadas com Azoxistrobina + Benzovindiflupir + Fosfito de
Potassio apresentaram atividade superior, porém houve uma queda quando comparada ao
tempo anterior. As 144 horas, todos os tratamentos voltaram a apresentam atividade,
destacando Azoxistrobina + Benzovindiflupir + Fosfito de Potassio com o maior pico, sendo
superior ao indutor padrédo Acibenzolar-S-metil. Nas folhas superiores, plantas pulverizadas
com Fosfito de Potassio apresentaram uma pequena atividade nos tempos 24, 72 e 96 horas.
Para o tratamento Azoxistrobina + Benzovindiflupir + Fosfito de Potassio, 0 maior pico de
atividade da enzima ocorreu as 24 horas, porém nao foi superior ao indutor padrdo

Acibenzolar-S-metil (Figura 6).
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Figura 5 - Atividade relativa da enzima PAL em folhas inferior, aplicada e superior de plantas
de soja. Os valores da atividade enzimatica de cada tratamento foram normalizados
com o valor da testemunha sem aplicacdo em cada tempo de coleta. ASM
(Acibenzolar-S-metil) Azo (Azoxistrobina); Ben (Benzovindiflupir); Phi (Fosfito
de Potassio)
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Figura 6 - Atividade relativa da enzima POX em folhas inferior, aplicada e superior de plantas
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Ao analisar a atividade da SOD, nota-se que 0s maiores picos de atividade ocorreram
nos tempos 96 e 144 horas. Para as folhas inferiores, foi constatada atividade enzimatica
somente as 144 horas para plantas pulverizadas com os tratamentos Acibenzolar-S-metil,
Azoxistrobina + Benzovindiflupir + Fosfito de Potassio e Fosfito de Potassio. O mesmo
ocorreu para as folhas aplicadas. Nas folhas superiores, ndo ocorreu pico de atividade de
nenhum tratamento avaliado (Figura 7).

Para a atividade da APX, observou-se que as folhas inferiores apresentaram atividade
em todos os tempos de coleta para os diferentes tratamentos. As 24 horas, o tratamento
Fosfito de Potéssio apresentou o maior pico, sendo superior até mesmo ao indutor padréo
Acibenzolar-S-metil. As 96 horas, Acibenzolar-S-metil mantem o pico elevado de atividade e
que praticamente se mantém as 144 horas. Nas folhas aplicadas, houve atividade para todos
os tratamentos as 24 horas, destacando Azoxistrobina + Benzovindiflupir + Fosfito de
Potéssio com os maiores picos. As 72 horas, plantas pulverizadas com Acibenzolar-S-metil
apresentaram maior atividade, seguida por Fosfito de Potéassio. Nas folhas superiores, 0s
maiores picos de atividade ocorreram as 24 horas para os tratamentos Acibenzolar-S-metil e

Azoxistrobina + Benzovindiflupir + Fosfito de Potassio (Figura 8).
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Figura 7 - Atividade relativa da enzima SOD em folhas inferior, aplicada e superior de plantas
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Figura 8 - Atividade relativa da enzima APX em folhas inferior, aplicada e superior de plantas

3000

2000

1000

-1000

-2000

-3000

3000

2000

1000

-1000

-2000

-3000

3000

2000

1000

-1000

-2000

-3000

de soja. Os valores da atividade enzimatica de cada tratamento foram normalizados
com o valor da testemunha sem aplicacdo em cada tempo de coleta. ASM
(Acibenzolar-S-metil) Azo (Azoxistrobina); Ben (Benzovindiflupir); Phi (Fosfito
de Potassio)

Folha Inferior

| = ASM & AZ0 + Ben + Phi = Phi |

144

24

Folha Aplicada

R

s
44

Folha Superior

Tempo de coleta (horas)



63

4 DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar se o fosfito de potassio aplicado de
forma isolada ou na presenca de fungicida poderia potencializar a resisténcia da soja por meio
da estimulacdo de respostas de defesa bioquimicas.

Os fosfitos sdo amplamente utilizados no controle de diversos patdgenos. Seus ions,
quando liberados dentro da planta, translocam tanto via xilema, quanto via floema e seu modo
de acdo pode ser de forma direta sobre o patdgeno ou na ativacdo de respostas de defesa
(DALIO et al., 2012). O primeiro passo foi verificar se o fosfito aplicado isolado ou
associado, em somente um trifélio, foi capaz de translocar e controlar o oidio em diferentes
pontos das plantas onde ndo ocorreu aplicagéo direta dos produtos. Quando se avaliou a
severidade do oidio nas folhas aplicadas com fosfito isolado, ndo houve diferenca em relagédo
testemunha, podendo concluir que neste caso o fosfito ndo apresentou acédo direta no controle
do oidio nesta folha. Estes dados contradizem varios trabalhos que comprovam a sua agao
direta em diversos patdgenos, como Phytophthora, Alternaria, Peronospora, Colletotrichum,
dentre outros (SILVA et al., 2011; BORZA et al, 2013; COSTA et al., 2017;).

Nos trifélios inferiores, Fosfito de Potassio quando aplicado isolado promoveu uma
porcentagem de controle de 30,97%, ndo diferindo estatisticamente do indutor de resisténcia
padrdo Acibenzolar-S-metil. Essa porcentagem aumentou quando Fosfito de Potassio foi
aplicado em associacdo com o fungicida Azoxistrobina + Benzovindiflupir, promovendo
49,41% de controle. Outros trabalhos comprovam essa acdo de controle em partes da planta
onde ndo ocorreu a aplicacdo direta de fosfito, como por exemplo, em batata. Borza et al.
(2016) apresentaram resultados satisfatorios de controle em tubérculos quando a aplicacéo de
fosfito foi realizada via foliar, devido a translocacdo descendente e ao acumulo destes
compostos. Em outro trabalho, Lobato et al. (2011) demonstraram diminuicdo da
suscetibilidade de tubérculos aos patdgenos Phytophthora, Fusariuma e Erwinia, sugerindo a
inducdo de respostas de defesa via foliar pela aplicacdo de fosfito.

Alguns autores relatam que o fosfito é capaz de induzir mecanismos de defesa por
meio de mecanismos “priming”. Essas respostas incluem a exploséo oxidativa, provocando
um répido acumulo de EAOs, a deposicao de componentes de reforco da parede celular como
lignina e 0 aumento da transcricdo de genes de defesa, dentre eles as PRs (ESHRAGHI et al.,
2011; MACHINANDIARENA et al., 2012; MASSOUD et al., 2012). No presente trabalho o
efeito “priming” ndo pode ser verificado, pois as plantas j& apresentavam, mesmo que em

baixa incidéncia, sinais da doenga antes da aplicagdo dos tratamentos.
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A formacdo de EAOs é o primeiro evento no reconhecimento planta-patdgeno e estas
contribuem para o reforco da resisténcia nos tecidos vegetais. No entanto, quando
acumuladas, podem causar intoxicacao e levar a perda da integridade da membrana do 6rgao
da planta. Por outro lado, as plantas desenvolveram um complexo sistema de antioxidantes
capazes de executar uma “limpeza oxidativa” e proteger as células de possiveis danos. Dentro
deste sistema, podemos citar as enzimas peroxidase (POX), superoxido dismutase (SOD) e
ascorbato peroxidase (APX), analisadas no presente trabalho (HOSSAIN E UDDIN, 2011).

O anion superdxido é o primeiro das EAOs a ser formado pela célula. A SOD é uma
enzima chave que funciona como a primeira linha de defesa antioxidante, pois converte
radicais superdxido altamente reativos em perdxido de hidrogénio e oxigénio molecular. As
enzimas APX e POX atuam, posteriormente, detoxificando o perdxido de hidrogénio (APEL
E HIRT 2004; MITTLER et al. 2004; LOCATO et al., 2010). Monteiro et al. (2016)
verificaram em mudas de cafeeiro tratadas com fosfito de manganés, a atividade da enzima
APX 48 horas ap0s detectar os picos de atividade da SOD. Porém, tal fato ndo pbde ser
comprovado no presente trabalho, pois a enzima SOD apresentou picos de atividade somente
as 144 horas para as folhas inferiores e aplicadas. Provavelmente, os tempos de avaliacfes da
SOD néo foram coincidentes com 0s picos de atividade da mesma e por esse motivo nao
foram detectados. J& as enzimas APX e POX apresentaram um perfil de atividade bem
semelhante, onde obtiveram picos ja as 24 horas nos tratamentos contendo fosfito para POX e
para APX.

Em relacdo ao aumento dos transcritos da fenilalanina amdnialiase (PAL), todos os
tratamentos seguiram o padrdo do indutor Acibenzolar-S-metil, destacando Fosfito de
Potassio na folha inferior. As maiores atividades desta enzima ocorreram nas folhas inferiores
nos tempos 24 horas para os tratamentos Azoxistrobina + Benzovindiflupir + Fosfito de
Potéassio e Fosfito de Potéssio e as 144 para Azoxistrobina + Benzovindiflupir + Fosfito de
Potassio. A PAL catalisa o primeiro passo no metabolismo dos fenilpropanodes, convertendo
fenilalanina em &cido transcinamico, para a biossintese de compostos fenolicos e lignina, que
atuam no reforgo das paredes celulares contra a invaséo por fitopatdgenos (RAES et al., 2003;
KUTCHAN et al., 2015). A atividade desta enzima pode sofrer mudancas rdpidas sobre a
influéncia de varios fatores, como 0 ataque de patdgenos e o tratamento com indutores de
resisténcia. Desta forma, pode-se dizer que a PAL serve como um marcador para a inducéo de
resisténcia em plantas a doencas (MANDAL; MALLICK; MITRA, 2009). O aumento da
atividade desta enzima por meio da aplicacdo de Fosfito de Potassio foi demostrado por

Ramezani et al. (2017), em plantas de pepino, e por Costa et al. (2017), em plantas de feijao.
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A sintese do &cido salicilico induz ou potencializa muitas respostas de defesa e regula
a producdo de vérias PR proteinas (PRPs). A transcricdo dos genes das PRPs pode ocorrer
dentro de minutos a horas apds o ataque por patdgenos. Existem ja identificadas dezessete
PRPs exercendo as mais diversas fungdes (HAMMOND-KOSACK; JONES, 2015). O gene
PR3 esta ligada a sintese de quitinase, importante enzima com funcéo de degradar a parede de
fungos que possuem em sua composicao a quitina. Além disso, estas enzimas podem atuar na
liberacdo de oligossacarideos encontrados na parede celular de plantas que sdo eliciadores
para ativar as respostas de defesa (WU; BRADFORD, 2003). Neste trabalho, os tratamentos
Azoxistrobina + Benzovindiflupir + Fosfito de Potéssio e Fosfito de Potassio promoveram o
aumento dos transcritos nas folhas inferiores.

Por outro lado, a lipoxigenase, codificada pelo gene LOX, representa uma enzima
chave na rota do &cido jasménico, responsavel pela principal via de sinalizacdo durante as
repostas de defesa contra insetos e patdgenos necrotroficos (OHLROGGE et al, 2015). No
presente trabalho, observou-se que todos os tratamentos promoveram 0 aumento dos
transcritos de LOX em todas as folhas aplicadas. Nas folhas superiores, somente Fosfito de
Potassio apresentaram aumento dos transcritos. Segundo Fagundes-Nacarath et al. (2018), a
aplicacdo de fosfito de cobre em plantas de feijoeiro promoveu o aumento da atividade desta
enzima nos primeiros momentos da infeccdo por Sclerotinia sclerotiorum, fato este que possa
ter contribuido para a resisténcia da planta ao mofo branco. Apesar do oidio, que foi avaliado
neste trabalho ser um fungo biotréfico, a resisténcia induzida atua contra um amplo espectro
de patogenos, e o fosfito apresenta um grande potencial no controle de diversas doengas em
soja.

A utilizacéo de produtos que induzem resposta de defesa vem ganhando relevancia no
controle de doengas. Todavia, sdo poucos os trabalhos que relatam a sistemicidade dos
mesmos na planta. Os resultados obtidos neste trabalho mostrou que todos os produtos
utilizados foram capazes de ativar as respostas de defesa sistémica em soja. Porém, somente
os tratamentos contendo fosfito foram capazes de reduzir a severidade do oidio nas folhas
inferiores e que a associacdo com o fungicida proporcionou a maior porcentagem de controle.
Este fato € extremamente importante, pois durante a aplicagdo de fungicidas no campo, a
porcentagem de produto que chega ao baixeiro das plantas ndo ultrapassa os 7% (CUNHA et
al., 2008) o que dificulta o controle de diversas doencgas nesta regido. Os dados obtidos neste
trabalho sdo promissores e a associagdo entre fungicida e fosfito deverd ser melhor

investigada pois se mostra uma ferramenta adicional para o controle de diversas doencas.
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5 CONCLUSOES

1. A associacao entre fosfito e fungicida reduz a infeccdo por oidio em folhas inferiores;

2. Os tratamentos Fosfito de Potassio, Azoxistrobina + Benzovindiflupir + Fosfito de
Potassio e Acibenzolar-S-metil, em algum momento dos tempos analisados, ativaram
as respostas de defesa bioquimica em plantas de soja;

3. POde-se constatar inducdo de resisténcia sisttmica para todos os tratamentos

analisados;
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