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RESUMO GERAL

A utilizacdo de fosfitos no manejo de doencas em diferentes cultivos tem
aumentado nos Ultimos anos. Entretanto, sdo escassos os estudos referentes a
utilizacdo desses produtos no controle de doencas no feijoeiro. O objetivo foi
verificar o potencial de fosfito de potassio (FP), aplicado na parte aérea e nas
sementes, no controle de Colletotrichum lindemuthianum e de Rhizoctonia
solani e elucidar o modo de acdo desses produtos em plantas de feijoeiro. O
primeiro estudo foi realizado para avaliar fosfitos de potassio em aplicacao
foliar, no controle da antracnose em casa de vegetacdo e nas respostas
bioquimicas de defesa induzida em feijoeiro. Avaliou-se, também, a detec¢do de
fosfito nos tecidos da planta e a toxidez direta desse produto no crescimento
micelial de C. lindemuthianum. Os fosfitos de potassio reduziram a severidade
da antracnose e promoveram aumento na atividade das enzimas superoxido
dismutase, peroxidase, quitinase e [-1,3-glucanase, além de aumento da
lignificacdo e do teor de compostos fendlicos. Fosfito foi detectado nos tecidos
foliares aos sete dias apds a aplicacdo, em concentragdo que promoveu reducdo
do crescimento micelial de C. lindemuthianum. O segundo estudo foi realizado
para avaliar o efeito do tratamento de sementes de feijoeiro com FP no controle
de R. solani e C. lindemuthianum, na inducdo de respostas bioquimicas de
defesa da planta e na compatibilidade com Rhizobium tropici, bactéria fixadora
de nitrogénio. FP promoveu maior indice de velocidade de emergéncia e
aumento de 40,1% do estande de plantas em relacdo a testemunha inoculada
com R. solani. FP proporcionou reducdo de 56,9% da area abaixo da curva de
progresso da antracnose, sendo significativamente semelhante ao tratamento
com fungicida. FP aumentou a atividade das enzimas catalase, superoxido
dismutase, fenilalanina amonia-liase e a lignificacdo das plantas. A aplicacdo de
FP nas sementes resultou em maior massa de nddulos. O ndmero de nddulos
formados, o teor e 0 acimulo de nitrogénio foram semelhantes a testemunha
inoculada com R. tropici. FP promove incremento de compostos de defesa em
feijoeiro, o controle de patogenos e é compativel com a inoculagdo de R. tropici.
Dessa forma, a aplicagdo de fosfito € uma técnica promissora para integrar 0s
métodos de manejo de doencas na cultura do feijoeiro.

Palavras-chave: Antracnose. Inducdo de resisténcia. Atividade enzimatica.
Tratamento de sementes.



GENERAL ABSTRACT

The use of phosphites for disease management in different crops has increased in
recent years. However, studies regarding the use of these products in controlling
diseases of common bean are scarce. The objective of this work was to verify
the potential of potassium phosphite (PP), applied to the aerial part of bean
common plants and on seeds, for the control of Colletotrichum lindemuthianum
and Rhizoctonia solani, and elucidate the mode of action of these products. The
first study was conducted to evaluate the foliar application of potassium
phosphites for the control of anthrachose under greenhouse conditions and the
biochemical defense responses induced in common bean plants. We also
evaluated the detection of phosphite in the plant tissue and the direct toxicity of
this product against mycelial growth of C. lindemuthianum. The potassium
phosphites reduced the severity of anthracnose and promoted the increase in the
activity of enzymes superoxide dismutase, peroxidase, chitinase and B-1,3-
glucanase, in addition to increasing lignification and the content of phenolic
compounds. Phosphite was detected in the foliar tissues seven days after
application, in concentration that promoted the reduction of C. lindemuthianum
mycelial growth. The second study was conducted to evaluate the effect of the
treatment of bean seeds with PP for controlling R. solani and C.
lindemuthianum, in the induction of biochemical defense responses of the plant
and compatibility with Rhizobium tropici, nitrogen fixing bacterium. PP
promoted greater emergence speed index and increase of 40.1% of plant stand in
relation to control, inoculated with R. solani. PP provided the reduction of
56.9% of the area under the anthracnose progress curve, being significantly
similar to the treatment with the fungicide. PP increased the activity of enzymes
catalase, superoxide dismutase, phenylalanine ammonia-liase and lignification
of the leaves. The application of PP to the seeds resulted in higher nodule mass.
The number of nodules formed, the content and the accumulation of nitrogen
was similar to the control inoculated with R. tropici. PP increased the defense
compounds and pathogen control, and is compatible with the inoculation of R.
tropici. Thus, spraying of phosphite is a promising technique for integrating
disease management methods for common bean crop.

Keywords: Anthracnose. Resistance induction. Enzymatic activity. Seed
treatment.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) tem importancia social e econdmica
evidenciada pelo enorme contingente de produtores e trabalhadores rurais
envolvidos na sua producédo (SILVA et al., 2009). Na regido Central brasileira, o
feijoeiro é cultivado em mais de 85% dos municipios, representando uma
importante fonte de renda para os envolvidos na sua cadeia produtiva
(BARBOSA; GONZAGA, 2012).

Sdo diversos os fatores que limitam o potencial produtivo do feijoeiro,
dentre os quais, destacam-se o0s problemas fitossanitarios, que provocam
extensivas perdas (BARBOSA; GONZAGA, 2012). A antracnose do feijoeiro,
causada por Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magnus) Briosi & Cavara,
é uma das mais importantes doencas da cultura. Esse patdgeno pode infectar
folhas, hastes, vagens e causar perdas de produtividade que chegam a 100% na
auséncia de medidas de controle (BIGIRIMANA; HOFTE, 2001). O manejo da
antracnose pode ser feito por métodos de controle cultural, quimico e genético,
conduzidos de forma integrada e com carater preventivo. Dentre essas medidas,
a utilizacdo de cultivares resistentes tem sido a forma mais eficaz e econémica
de manejo da doenca (SARTORATO; RAVA, 1994). Porém, a variabilidade
patogénica do fungo, evidenciada pela grande quantidade de ragas patogénicas ja
encontradas, tem dificultado o controle por meio de cultivares com resisténcia
durdvel (PINTO et al., 2012; SARTORATO; RAVA, 1994). Outro fungo de
importancia para o feijoeiro, Rhizoctonia solani Kuhn, agente causal da podriddo
radicular e do tombamento de plantas, provoca lesdes na parte basal do
hipocétilo e na raiz principal das plantulas, acarretando reducdo do estande e,
consequentemente, da  produtividade  (BIANCHINI; MARINGONI;
CARNEIRO, 2005). Como se trata de um patdgeno que pode ser transmitido
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pela semente, recomenda-se 0 uso de sementes sadias e ou tratadas com
fungicidas. Em éareas infestadas, a rotagdo com gramineas propicia a reducéo do
indculo desse patégeno (MIRANDA; LOBO JUNIOR; CUNHA, 2007). Diante
das dificuldades de controle desses patdgenos, buscam-se métodos alternativos
para 0 manejo de doencas (POLANCO et al., 2012).

Segundo Lobato et al. (2008), a utilizagdo de fosfitos pode ser
considerada como uma estratégia adicional a ser incluida em programas de
manejo de doencas para reduzir o intensivo uso de fungicidas. A utilizacdo
desses produtos em diferentes culturas tem aumentado nos Ultimos anos, devido
a eficiéncia verificada no controle de patégenos (COSTA et al., 2014; DALIO et
al., 2012; PEREIRA, V. et al., 2010), evidenciada por dois modos de acdo: a
toxidez direta contra patdgenos, inibindo o crescimento micelial e levando a
ruptura das hifas, e agdes indiretas, que incluem estimulos dos mais variados
mecanismos de defesa das plantas, tanto na auséncia, quanto na presenca de
patégenos (DALIO et al., 2012; ESHRAGHI et al., 2011; LIM et al., 2013).
Segundo Lim et al. (2013), a pré-ativacdo de genes por fosfito antes da infeccdo
ajuda a induzir respostas de defesa de forma antecipada e mais réapida,
resultando no aumento dos niveis de resisténcia. Eshraghi et al. (2011) relataram
que fosfito induz a expressdo de genes de defesa em plantas de Arabidopsis
thaliana na auséncia do patdgeno e que os fitormdnios &cido salicilico e acido
jasmdnico/etileno estdo envolvidos nos mecanismos de defesa induzidos por
esse composto, tanto na auséncia, quanto na presenca do patdgeno.

Estudos correlacionam o estimulo de respostas de defesa em plantas
principalmente apds o tratamento com fosfito na parte aérea. Entretanto, sdo
poucos os trabalhos com a inducdo de defesa decorrente da aplicacdo foliar
desses produtos em feijoeiro e ndo existem estudos nessa cultura apds o
tratamento de sementes com fosfito. Assim, o objetivo foi verificar o potencial

de fosfito de potéssio (FP) aplicado na parte aérea e, também, nas sementes no
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controle de C. lindemuthianum e de R. solani e elucidar o modo de acdo desse
produto em plantas de feijoeiro, visando a resisténcia as doencas causadas pelos

patdgenos citados.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 A cultura do feijoeiro

O cultivo do feijoeiro no Brasil é concentrado em trés épocas: a primeira
safra, também chamada de “safra das 4guas”; a segunda safra ou “safra da seca”;
e a terceira safra, denominada ‘“safra de outono-inverno”. Nesta ultima,
sobretudo na regido Central do pais, devido ao uso da irrigacdo e da adogdo de
tecnologias apropriadas, maiores indices de produtividade tém sido alcangados
(BARBOSA; GONZAGA, 2012). Cultivado no sistema solteiro ou consorciado
com outras culturas, o feijoeiro é produzido principalmente nos estados das
regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, além de alguns estados do Nordeste e
Norte. O sistema de producdo é heterogéneo, pois a produgdo de subsisténcia
convive com a producdo altamente tecnificada (SOUZA; WANDER, 2014). O
feijoeiro também é uma cultura importante na sucessdo de cultivos ao longo do
ano, ja que pode ser cultivado em periodo relativamente curto, com ciclo
produtivo geralmente em torno de 90 dias (BARBOSA; GONZAGA, 2012).

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2016),
considerando o cultivo de feijdo em trés safras, a area de plantio estimada para a
safra 2015/2016 ¢é de 2,82 milhdes de hectares, o que configura um decréscimo
de 7,1% em relacdo a safra anterior. A producdo nacional devera ficar em 2,69
milhGes de toneladas, 16,3% menor que a Ultima safra, com a produtividade
esperada de 1.086 kg ha®, sendo os cinco principais estados produtores da
leguminosa: Parana, Minas Gerais, Mato Grosso, Bahia e Goias.

Segundo Souza e Wander (2014), ha evidéncias de que a expansao de
culturas mais rentaveis, intensivas em tecnologia e com amplo mercado
internacional tem substituido areas de outras culturas, entre elas, o feijdo. Em
contrapartida, destaca-se o importante papel da tecnologia, associada ao

melhoramento de cultivares de feijoeiro e a melhores processos produtivos, uma
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vez que, a produtividade tem incrementado o valor da producdo de feijdo e
abrandado o efeito substituicdo do feijoeiro por outras culturas.

O feijoeiro € cultivado durante todo o0 ano numa grande diversidade de
ecossistemas, situacdo que expBe as plantas a muitos fatores que lhes sdo
desfavoraveis. Entre eles, destacam-se as doencas. Essa leguminosa é hospedeira
de diversos patdgenos, como fungos, bactérias, virus e nematoides. A
importancia de cada doenca varia segundo o0 ano, a época, o local e a cultivar
utilizada. As perdas anuais decorrentes por doencas sdo, geralmente,
significativas, o que justifica a adocdo de medidas de controle (BARBOSA;
GONZAGA, 2012).

2.2 Antracnose do feijoeiro

A antracnose, causada pelo fungo ascomiceto C. lindemuthianum, tem
uma distribuicdo mundial, mas é particularmente problematica em regides
temperadas. O ataque deste fungo ocorre em todos os estadios de
desenvolvimento do feijoeiro e pode resultar em desfolha precoce, queda
prematura de flores e vagens, deterioragdo das sementes e, em casos extremos,
morte da planta, podendo causar perdas de até 100% em condi¢des favoraveis ao
patdgeno (BIGIRIMANA; HOFTE, 2001; CAMPA et al., 2014; POLANCO et
al., 2012).

O fungo C. lindemuthianum ¢é hemibiotrofico, ou seja, comporta-se
como biotréfico no inicio da fase de infeccdo, passando a necrotrofico nas fases
finais da colonizacdo do tecido do hospedeiro (O’CONNELL; BAILEY;
RICHMOND, 1985). Os sintomas tipicos desta doenca sdo lesdes necréticas de
coloracdo marrom-escura nas nervuras na face inferior da folha. As lesGes
podem ser vistas, também, na face superior das folhas, quando uma regido
clorotica se desenvolve ao lado das manchas necroéticas e as folhas tendem a

curvar-se para baixo. Em ataques severos, as les6es estendem-se no limbo foliar
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ao redor das areas afetadas nas nervuras, resultando em necrose de parte do
tecido foliar. Lesdes produzidas no caule e nos peciolos sdo alongadas e escuras.
Nas vagens, sdo geralmente circulares e deprimidas, de coloragdo marrom, com
0s bordos escuros e salientes, circundados por um anel pardo-avermelhado. A
doenca é favorecida por temperaturas entre 13 e 27 °C, com 6timo a 20 °C,
associada a alta umidade relativa do ar. Os conidios germinam em 6 a 9h sob
condicbes favoraveis, formam tubo germinativo, apressério e penetram
mecanicamente pela cuticula do hospedeiro. O aparecimento dos sintomas
ocorre a partir de seis dias ap6s o inicio da infeccdo (BIANCHINI;
MARINGONI; CARNEIRO, 2005). No Brasil, a doenca ocorre na maioria dos
estados produtores, sobretudo em Minas Gerais, Sdo Paulo, Parand, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul (VIEIRA, 2005).

A disseminacdo do patégeno ocorre a longas distancias, por meio de
sementes contaminadas, ou, a curtas distancias, por respingos de chuva, insetos,
animais, restos culturais e por implementos agricolas que entram em contato
com plantas infectadas. Os esporos sdo levados a outras plantas, principalmente,
pela acdo de goticulas de chuva ou irrigacdo da lavoura. O fungo pode
permanecer nos restos de cultura por até dois anos (BARBOSA; GONZAGA,
2012).

As estratégias de manejo da antracnose incluem o uso de sementes
sadias, o controle quimico e o desenvolvimento de cultivares resistentes
(BIANCHINI; MARINGONI; CARNEIRO, 2005). Contudo, a variabilidade
patogénica do fungo, evidenciada pela grande quantidade de racas patogénicas ja
encontradas, tem dificultado o controle da doenca por meio de cultivares com
resisténcia duravel (PEREIRA, R. et al., 2010). A aplicacdo de fungicidas é
amplamente utilizada por agricultores para controlar a antracnose, apesar do
potencial negativo de impacto ambiental e da possivel selecdo de resisténcia do

agente patogénico aos fungicidas (HALL, 1991).
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2.3 Podridao radicular e tombamento no feijoeiro

A podriddo radicular e o tombamento sdo doencas causadas por R.
solani, comuns na Ameérica Latina e em outras regides do mundo. S&o doencas
economicamente importantes, pois sdo responsaveis pela reducdo da populacao
de plantas e, consequentemente, da producdo (BIANCHINI; MARINGONI;
CARNEIRO, 2005).

A fase sexuada de R. solani corresponde ao basidiomiceto
Thanatephorus cucumeris. O fungo se caracteriza por apresentar um micélio
septado, de coloragdo variavel, de branco a marrom, com ramificacbes em
angulo reto e com frequentes constricbes na regido dos septos. Sua
sobrevivéncia de uma estagdo de cultivo para outra ocorre em restos de cultura,
uma vez que o fungo tem grande capacidade saprofitica e, também, ocorre a
sobrevivéncia por meio de esclerddios. O fungo possui um grande nimero de
plantas hospedeiras e pode ser disseminado pela semente, transporte de solo,
restos de cultura infestados, agua de irrigacdo, chuva e implementos agricolas
(BIANCHINI; MARINGONI; CARNEIRO, 2005).

Os primeiros sintomas da podriddo de R. solani sdo caracterizados pela
maceracao de tecidos do sistema radicular, sendo que esse estagio dificilmente é
observado no campo, devido a rapidez do processo, que ocorre quase
concomitantemente a emergéncia. Posteriormente, sdo formadas lesdes
necroticas de coloracdo pardo-avermelhada, com bordos definidos, que
eventualmente se coalescem e constituem o sintoma tipico da podriddo radicular
de R. solani (MIRANDA; LOBO JUNIOR; CUNHA, 2007). A infeccdo durante
a emergéncia causa o anelamento das plantulas, levando ao tombamento ou
“damping-off” de pré e pos-emergéncia. Plantulas sdo altamente suscetiveis ao
patdgeno e plantas em estddio mais desenvolvido sdo menos afetadas
(BIANCHINI; MARINGONI; CARNEIRO, 2005; TOLEDO-SOUSA et al.,

2009). Esses efeitos levam a redugdo do estande e do vigor das plantulas e
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consequente, reducdo da produtividade da cultura (TOLEDO-SOUSA et al.,
2009).

Para o controle do patdgeno, que pode ser transmitido pela semente,
recomenda-se 0 uso de sementes certificadas e livres de patdgenos e insetos-
praga. Em é&reas infestadas, a rotacdo com gramineas propicia a reducdo do
indculo (MIRANDA; LOBO JUNIOR; CUNHA, 2007). Sugere-se evitar
semeadura profunda, pois aumenta o tempo de emergéncia e prolonga a
exposicdo de tecidos suscetiveis ao patdogeno (BIANCHINI; MARINGONI;
CARNEIRO, 2005). O tratamento de sementes com fungicidas, também, é
recomendado, uma vez que, ¢ uma tecnologia amplamente difundida e visa
eliminar os fungos veiculados pela semente e protegé-las dos que estéo presentes
no solo, garantindo o estabelecimento ideal da populacdo de plantas, o que é
essencial para o sucesso do cultivo (BARROS; FURLAN, 2008).

2.4 Inducdo de resisténcia

Para se defender contra uma vasta gama de patégenos como virus,
bactérias, fungos e nematoides em seu ambiente, as plantas sdo equipadas com
barreiras mecénicas e quimicas constitutivas e de sistemas de defesa induziveis
(MONTESANO; BRADER; PALVA, 2003). A inducéo de resisténcia sistémica
ou resisténcia sistémica adquirida foi conceituada como sendo a ativagdo de um
estado de resisténcia contra doengas, induzido sistemicamente em plantas pela
infeccdo localizada por fitopatdgenos, ou, em resposta ao tratamento com
diferentes agentes bidticos e abidticos (STICHER; MAUCH-MANI;
METRAUX, 1997).

Os indutores de resisténcia atuam como moléculas sinalizadoras de
respostas de defesa. Ao serem reconhecidos pelas células vegetais, induzem a
expressao de genes que codificam a sintese de compostos de defesa, impedindo

ou dificultando o estabelecimento e ou o desenvolvimento do patégeno
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(METRAUX, 2001). Dessa maneira, as plantas sdo capazes de resistir a um
ataque de um potencial patégeno, quando previamente tratadas com indutores de
respostas de defesa, reagindo com a inducdo de uma sucessdo de defesas que
impedem a infeccdo (MONTESANO; BRADER; PALVA, 2003). A resisténcia
resultante tende a ser de amplo espectro e pode ser de longa duragcdo, mas
raramente é completa, com a maioria dos agentes indutores reduzindo a doenca
entre 20 e 85% (WALTERS; RATSEP; HAVIS, 2013).

A inducdo de resisténcia pode levar a ativacdo direta de defesas, mas
também ao efeito priming das células, resultando em mais rapida e forte inducéo
das defesas apds o ataque de agentes patogénicos (GOELLNER; CONRATH,
2008). Segundo Ahmad et al. (2010), os fendmenos de resisténcia induzida sdo
baseados em uma combinagdo de inducdo direta de defesa e priming (pré-
condicionamento).

Geralmente, a inducéo de resisténcia ocorre pela ativacdo de genes que
codificam proteinas relacionadas a patogénese (PRPs) (VIDHYASEKARAN,
1988). As PRPs abrangem familias de proteinas com estruturas e fungdes
variadas (quitinases, B-1,3-glucanases, lisozimas, peroxidases, osmotinas, dentre
outras), mas todas relacionadas aos processos de defesa durante a patogénese,
apresentando dessa forma, potencial para serem exploradas nos programas de
inducdo de protecéo de plantas (LOON; STRIEN, 1999). As PRPs se acumulam
rapidamente nos tecidos vegetais apds o contato com patdgenos ou, também, em
resposta ao tratamento com determinados compostos quimicos ou a outros tipos
de estresse (LOON; REP; PIETERSE, 2006). PRPs associadas a resisténcia
sistémica adquirida foram detectadas em muitas plantas, como por exemplo, em
fumo (PAN; YE; KUC, 1991), tomate (BENHAMOU; LAFONTAINE;
NICOLE, 1994) e feijdo (DANN et al., 1996). As PRPs B-1,3-glucanases e
quitinases catalisam a hidrolise de B-1,3-glucana e quitina, respectivamente,

componentes principais das paredes celulares de muitos fungos, podendo assim,
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apresentar atividade antimicrobiana (STANGARLIN; PASCHOLATI, 2000;
STICHER; MAUCH-MANI; METRAUX, 1997).

As respostas de defesa tém sido associadas, também, aos produtos da
rota dos fenilpropanoides. A fenilalanina aménia-liase € uma importante enzima
dessa rota, que leva a formacdo de lignina e compostos fendlicos (RAES et al.,
2003). Metabolitos secundarios como os compostos fenolicos sdo produzidos
rapidamente e se acumulam ap6s a infec¢do, estando assim, envolvidos na
defesa da planta contra o ataque de patégenos. Sdo exemplos de compostos
fendlicos o acido clorogénico, o catecol e os flavonoides (CAMPOS et al.,
2004). A lignina pode desempenhar um papel importante na resisténcia por meio
de diferentes mecanismos, como por exemplo, no estabelecimento de barreiras
mecéanicas ao avanco e ao crescimento do patdégeno; na modificacdo da parede
celular, tornando-a mais resistente ao ataque por enzimas hidroliticas secretadas
pelos patégenos e no aumento da resisténcia das paredes a difusdo de toxinas
produzidas por patdgenos e impedindo que nutrientes do tecido hospedeiro
sejam utilizados pelo invasor (LATUNDE-DADA; LUCAS, 2001). A lignina é
formada pela polimerizagdo de precursores produzidos na rota dos
fenilpropanoides, sendo iniciada pela desaminagdo da fenilalanina para acido
cindmico e catalizada pela enzima fenilalanina ambnia-liase (STICHER,;
MAUCHI-MANI; METRAUX, 1997).

Plantas sob estresse, geralmente, usam um complexo sistema de defesa
constituido por um diversificado leque de enzimas antioxidantes, como a
superdxido dismutase, catalase, peroxidase, glutationa-redutase e ascorbato
peroxidase. Estas enzimas sdo utilizadas para estabilizar as espécies ativas de
oxigénio e proteger as células dos danos oxidativos (HOSSAIN; UDDIN, 2011;
RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003). As peroxidases podem atuar tanto
diretamente na defesa de plantas a patdgenos, quanto nas vias de sinalizacdo

relacionadas a diversos processos fisiologicos em plantas, inclusive na resposta
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de defesa (PINTO; RIBEIRO; OLIVEIRA, 2011). J& as catalases sé&o enzimas
que convertem o H,O, em H,O e 0O, sendo as principais enzimas de
detoxificacdo desse composto nas plantas (RESENDE; SALGADO; CHAVES,
2003). Em estudo com feijoeiros resistentes e suscetiveis ao mofo branco, Leite
et al. (2014) verificaram que a linhagem com o maior nivel de resisténcia ao
mofo branco se destacou com a maior atividade da peroxidase, sinalizando a
participacdo dessa enzima na resisténcia do feijoeiro. O gendtipo resistente,
também, apresentou atividade superior da enzima superoxido dismutase. J&
Campos et al. (2004) observaram que cultivares de feijoeiro mais resistentes a
antracnose apresentaram maior atividade da peroxidase e também o maior
actimulo de compostos fendlicos.

Segundo Burra et al. (2014), plantas tratadas com agentes indutores de
resisténcia como acido B-aminobutirico (BABA), tiamina (vitamina Bl),
acibenzolar-S-methyl (ASM) e fosfito (H,PO3") apresentaram maior resisténcia
apos o ataque de patdgenos. Estudos moleculares recentes indicam a ativagdo de
uma ampla gama de respostas de defesa durante a resisténcia induzida por esses

compostos.
2.5 Fosfitos no manejo de doencas

O fosforo € um dos principais nutrientes requeridos para o
desenvolvimento das plantas. Esse elemento ndo ocorre naturalmente de forma
livre devido a sua alta reatividade, combinando-se rapidamente com outros
elementos, como o oxigénio e o hidrogénio. O anion fosfato (HPO,*) é a
principal forma de fésforo utilizada pelas plantas para sua nutri¢do. Ja os fosfitos
(H,PO3), que sdo sais do &cido fosforoso, diferem do fostato pela substituicdo
de um atomo de oxigénio por um de hidrogénio em sua molécula. Esta
substituicdo resulta em diferencas profundas na forma em que os dois compostos

se comportam em organismos vivos. Devido as suas similaridades estruturais,
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fosfito é considerado anélogo ao fosfato, entretanto fosfito ndo é incorporado a
compostos organicos e assim, se acumula nos tecidos, pois este composto nao
pode ser reduzido a fosfato dentro da planta (DALIO et al., 2012; GUEST;
GRANT, 1991; MCDONALD; GRANT; PLAXTON, 2001). Dessa maneira, a
utilizacdo de fosfitos na agricultura tem sido investigada principalmente no que
diz respeito aos seus efeitos no controle de doencas (DELIOPOULOS;
KETTLEWELL; HARE, 2010).

Estudos relatam que os fosfitos exercem um complexo modo de acéo
contra fungos e oomicetos, que envolvem acdo direta, por meio da inibicdo da
esporulacdo ou reducdo da taxa de crescimento, e efeitos indiretos, com uma
répida e forte estimulagdo de mecanismos de defesa da planta, tanto na presenca
guanto na auséncia do patégeno (DALIO et al., 2012; DELIOPOULOS;
KETTLEWELL; HARE, 2010; ESHRAGHI et al., 2011; LIM et al., 2013). Na
cultura do cafeeiro, Ogoshi et al. (2013) verificaram que fosfito de potéassio
proporcionou reducdo de 62,5% da severidade da antracnose, causada por
Colletotrichum gloeosporioides. Os autores ainda observaram que o fosfito
inibiu a germinacdo de conidios, a formagdo do apressorio e o crescimento
micelial do fungo. Também estudando fosfito no controle de patégenos da
cultura do cafeeiro, Costa et al. (2014) verificaram efeito toxico desse produto
na germinacao de urediniésporos de Hemileia vastatrix e também na germinagéo
de conidios e no crescimento micelial de Cercospora coffeicola. Silva et al.
(2015), em estudo utilizando microscopia eletronica, observaram que fosfito de
potéssio reduziu o crescimento micelial e a emissdo do tubo germinativo de C.
lindemuthianum, agente etioldgico da antracnose do feijoeiro.

Na inducdo de resisténcia em plantas, Eshraghi et al. (2011) verificaram
a inducdo da expressdo de genes de defesa em resposta ao tratamento com
fosfito em plantas de Arabidopsis thaliana. Os autores, também, observaram que

os fitormdnios &cido salicilico e &cido jasmonico/etileno estdo envolvidos nos
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mecanismos de defesa induzidos por fosfito, tanto na auséncia, quanto na
presenca do pat6geno, sugerindo que o tratamento com esse composto poderia
permitir o recrutamento de moléculas que participam de diferentes rotas de
resposta de defesa contra patdgenos, tanto biotroficos, quanto necrotréficos. Lim
et al. (2013), estudando o patossistema Solanum tuberosum L. - Phytophthora
infestans, verificaram o aumento da expressdo de proteinas associadas a defesa
de plantas apds o tratamento com fosfito e sugeriram que a pré-ativacdo dessas
proteinas em plantas tratadas com fosfito antes da infeccdo, contribui para o
aumento dos niveis de resisténcia do hospedeiro. Nesse estudo, também, foi
verificada a inducéo de resposta de hipersensibilidade e a formacdo de calose
apos o ataque do patégeno em folhas tratadas com fosfito.

Os fosfitos tém promovido uma eficiente protecdo contra doencas em
diversos patossistemas (BURRA et al., 2014). Em feijoeiro, Silva et al. (2015)
verificaram em casa-de-vegetacdo que fosfito de potéassio reduziu em 60,4% a
severidade da antracnose. Além disso, fosfito de potassio aumentou a atividade
das enzimas peroxidase e fenilalanina amonia-liase em plantas inoculadas e ndo
inoculadas com o patégeno. Efeito positivo de fosfito de potassio, também, foi
observado para a reducdo da incidéncia e da severidade da brusone do trigo, com
36% e 56% de controle, respectivamente, em compara¢do com plantas néo
tratadas (PAGANI; DIANESE; CAFE-FILHO, 2014). Nojosa et al. (2009)
observaram reducdo da severidade da mancha-de-Phoma em mudas de cafeeiro
pulverizadas com fosfito de potéssio, assemelhando-se ao controle
proporcionado pelo fungicida padrdo. Fosfito de zinco foi uma alternativa
eficiente no controle do oidio em minicepas de eucalipto, com aproximadamente
56% de reducdo da doenca (SILVA et al., 2016).

Uma estratégia inovadora no ambito da gestdo integrada das culturas é a
utilizacdo de compostos quimicos biocompativeis que melhorem o controle de

doencas em plantas por meio da inducéo de resisténcia. Dentre esses, os fosfitos
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tém recebido uma atencdo especial, pois tém sido capazes de controlar doengas
causadas por oomicetos e fungos, por meio da acdo direta sobre os patdgenos e
um efeito indireto, pela estimulacdo de respostas de defesa no hospedeiro
(DELIOPOULOS; KETTLEWELL; HARE, 2010; MACHINANDIARENA et
al., 2012). Além da aplicacdo isolada, a associacdo de fosfito com fungicidas
tem sido uma alternativa eficaz no manejo de doencgas, em virtude de
proporcionar efeito aditivo ou sinérgico (NEVES, 2006).

S&o poucos os trabalhos com inducdo de defesas no feijoeiro decorrente
da aplicacdo foliar de fosfito de potassio e ndo existem estudos apés o
tratamento de sementes com o produto. Pesquisas com aplicacdo de fosfito de
potassio na parte aérea e nas sementes Sdo necessarias para verificar o controle
de patogenos por fosfito de potassio no feijoeiro e, também, para obter
informacbes sobre a indugcdo de compostos de defesa, como proteinas
relacionadas a patogénese, compostos fenolicos e lignina e, com isso,

compreender 0 modo de acdo desse produto.
2.6 Nodulagéo do feijoeiro e tratamento de sementes

O feijoeiro desenvolve associacdo simbiética eficiente nas raizes com
bactérias do género Rhizobium. Quando a bactéria estd presente no solo,
naturalmente ou via inoculacdo, ela reconhece e coloniza as raizes da planta
hospedeira, provocando a formacdo do nodulo. Apéds a iniciacdo do nddulo, o
Rhizobium diferencia-se em bacteroide, que se multiplica e comeca a sintetizar a
nitrogenase, complexo enzimético responsavel pela redugdo do nitrogénio
atmosférico a aménia, iniciando-se a fixacdo biolégica do nitrogénio
(HUNGRIA et al., 2001). Em troca, a planta supre a bactéria com fontes de
energia e carbono para sua manutencdo (MERCANTE; GOI; FRANCO, 2002).

Embora as bactérias possam estar naturalmente presentes no solo, estao

contidas também em inoculantes biolégicos que sdo colocados em contato com
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as sementes pelo processo de inoculagdo. Isto possibilita que, apos a germinacéo
e desenvolvimento da plantula, ocorra a infeccdo e a formacdo de nddulos nas
raizes, por onde as plantas obtém o N para o seu desenvolvimento (VIEIRA
NETO et al., 2008). Muitas vezes, nas sementes, juntamente com a aplicacdo de
inoculantes, tem sido utilizados fungicidas para o controle de patégenos.
Entretanto, o tratamento das sementes com fungicidas coloca esses compostos
quimicos em contato direto com o inoculante, fato que pode ser prejudicial a
sobrevivéncia da bactéria e a fixacdo biolégica de nitrogénio. O tratamento de
sementes com fungicidas pode reduzir o nimero de células viaveis de rizébios, a
eficiéncia da inoculacdo aplicada via semente e a fixagdo simbidtica de
nitrogénio no feijoeiro (BARBOSA; GONZAGA, 2012).

Segundo Alcéntara Neto et al. (2014), normalmente a aplicacdo de
fungicidas tem sido realizada antes da inoculagdo para diminuir os efeitos
toxicos sobre as bactérias fixadoras de nitrogénio. Entretanto, ainda ocorrem
incompatibilidades dos microrganismos simbiontes com alguns fungicidas,
sugerindo a necessidade de encontrar técnicas de utilizacdo destes produtos no
tratamento de sementes sem comprometer a sobrevivéncia da bactéria e,
consequentemente, a nodulacio (ARAUJO; ARAUJO, 2006). Os beneficios
promovidos pelo uso do tratamento de sementes tém estimulado cada vez mais
sua adocdo pelos agricultores. Entretanto, sdo escassos 0s estudos referentes a
compatibilidade de produtos alternativos, como os fosfitos, com a nodulagéo de
plantas. Espindola (2015) verificou que uma formulagéo de fosfito de manganés
ndo prejudicou a simbiose entre a planta e bactérias fixadoras de nitrogénio na
cultura da soja. Segundo esse autor, o desenvolvimento de novos produtos para o
tratamento de sementes deve objetivar além de seu efeito principal, obter
caracteristicas secundarias que no minimo ndo prejudiquem a viabilidade de
outras modalidades de tratamento de sementes também utilizadas e ndo

promovam efeitos negativos a germinacao, ao crescimento e ao desenvolvimento
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das plantas. Assim, pesquisas para compreender a agdo dos fosfitos no controle
de doencgas e na interacdo com bactérias fixadoras de nitrogénio nas sementes

sao necessarias.
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RESUMO

Obijetivou-se neste estudo verificar o efeito de fosfitos de potassio no controle da
antracnose e o0 modo de acdo destes produtos em feijoeiro contra Colletotrichum
lindemuthianum. A protecdo do feijoeiro contra a antracnose foi avaliada em
casa de vegetacdo, onde plantas foram pulverizadas com os tratamentos: fosfitos
de potassio (Fosfito A e B a 5,0 mL L™), ASM (0,25 g L™) e um tratamento
controle (ndo pulverizado). Foram realizadas duas pulverizagBes, nos estadios
V4 e R5, e a inoculacdo com C. lindemuthianum foi realizada cinco dias ap0s a
primeira pulverizagdo. As formulagdes de fosfitos reduziram a severidade da
antracnose em 68,7% e 55,6%. Foi conduzido outro ensaio para a deteccéo de
fosfito nos feijoeiros, sendo verificado que a concentracdo de fosfito ficou entre
1 e 3 mM nos tecidos foliares sete dias apés a aplicagdo. Essas concentragdes em
teste in vitro promoveram inibicdo de 15,0 a 25,7% do crescimento micelial de
C. lindemuthianum. As atividades de enzimas relacionadas a defesa de plantas
contra patdgenos e os teores de compostos fendlicos e lignina foram avaliadas.
Os fosfitos promoveram o aumento da atividade das enzimas superoxido
dismutase, peroxidase, quitinase e p-1,3-glucanase, além de aumento da
lignificacdo e do teor de compostos fendlicos. Fosfito promove o controle da
antracnose por agdo direta sobre C. lindemuthianum e por inducéo de compostos
bioquimicos de defesa.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris (L.). Colletotrichum lindemuthianum.
Inducdo de Resisténcia.
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Phosphites in the protection of common bean plants against anthracnose
and in the induced biochemical defense responses

ABSTRACT

The objective of this study was to verify the effect of potassium phosphites for
controlling anthracnose and the mode of action of these products on common
bean plants against Colletotrichum lindemuthianum. The protection of common
bean plants against anthracnose was evaluated in greenhouse, where plants were
pulverized with treatments: potassium phosphite (Phosphite A and B at 5.0 mL
LY, ASM (0.25 g L™ and a control treatment (non-pulverized). Two
pulverizations were performed, in stages V4 and R5, and the inoculation with C.
lindemuthianum was performed five days after the first pulverization. The
phosphite formulations reduced the severity of anthracnose in 68.7% and 55.6%.
Another trial was conducted for detecting phosphite in common bean plants,
verifying that the concentration of phosphite remained between 1 and 3 mM in
foliar tissues, seven days after application. These concentrations in vitro test
promoted inhibition from 15.0 to 25.7% of C. lindemuthianum mycelial growth.
The activities of enzymes related to plant defense against pathogens, and the
contents of phenolic compounds and lignin were evaluated. The phosphites
promoted increase in the activity of enzymes superoxide dismutase, peroxidase,
chitinase and B-1,3-glucanase, in addition to an increase in lignification and in
the content of phenolic compounds. Phosphite promotes control of anthracnose
by direct action against C. lindemuthianum and by inducing biochemical defense
compounds.

Keywords: Phaseolus vulgaris (L.). Colletotrichum lindemuthinanum.
Resistance induction.
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1 INTRODUCAO

O feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris L.) ocupa lugar de destaque na
agricultura brasileira, sendo importante fonte de proteinas e minerais na dieta da
populacdo, além de possuir notéria importancia socioeconémica (CARVALHO
et al., 2014). As doencas do feijoeiro-comum constituem umas das principais
causas da reducdo da produtividade dessa leguminosa (MORAES et al., 2006).
Dentre as doencas, a antracnose, causada por Colletotrichum lindemuthianum
(Sacc. & Magnus) Briosi & Cavara, reduz severamente a producdo de feijao,
podendo causar perdas de até 100% da producdo na auséncia de medidas de
controle (BORGES et al., 2015).

O ataque desse fungo causa desfolha, queda prematura de flores e
vagens, deterioracdo das sementes e, em casos extremos, morte da planta
(CAMPA et al., 2014). O manejo da antracnose é dificultado principalmente
devido & variabilidade patogénica de C. lindemuthianum. Os principais métodos
de controle dessa doenca sdo o genético e o quimico (SILVA; SOUZA;
ISHIKAWA, 2007). O controle quimico com o uso de fungicidas pode causar a
selecdo de patdgenos resistentes e efeitos indesejaveis a salde humana e ao
ambiente. Diante disso, métodos alternativos de manejo mais sustentaveis estdo
sendo estudados para reduzir as perdas causadas por C. lindemuthianum no
feijoeiro (POLANCO et al., 2012).

A utilizacdo de fosfitos no manejo de doencas em diferentes cultivos
tem aumentado nos Ultimos anos. Os fosfitos sdo sais inorganicos do &cido
fosforoso (H3PO3) e vém sendo utilizados como produtos alternativos no manejo
de fitodoengcas (GOZZO; FAORO, 2013), pois esses compostos tém sido
efetivos no controle de doencas de plantas ocasionadas por diversos patdgenos,
como pelo oomiceto Phytophthora cinnamomi em eucalipto (JACKSON et al.,
2000) e por fungos, como Fusarium solani em batata (LOBATO et al., 2008),
Alternaria alternata em maciera (REUVENI; SHEGLOV; COHEN, 2003) e
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Phoma costarricensis em cafeeiro (NOJOSA et al., 2009). Ogoshi et al. (2013)
verificaram que a aplicacdo de fosfito de potéassio proporcionou reducdo de
62,5% da severidade da antracnose, causada por C. gloeosporioides, na cultura
do cafeeiro e a inibicdo da germinacdo de conidios, da formacao de apressorio e
o crescimento micelial deste fungo. Silva et al. (2015) verificaram que fosfito de
potassio reduziu em 60,4% a severidade da antracnose do feijoeiro em casa-de-
vegetacéo.

Os mecanismos de acdo dos fosfitos sdo complexos e ainda pouco
conhecidos. Estudos relatam que os fosfitos apresentam acdo direta contra
patdgenos, provocando a ruptura das hifas e a inibicdo do crescimento micelial,
e também acdes indiretas, que incluem estimulos dos mais variados mecanismos
de defesa das plantas, tanto na auséncia, quanto na presenca de patdgenos. A
aplicacéo de fosfito em plantas sadias foi relacionada a mecanismos distintos de
defesa, como por exemplo, 0 aumento da transcri¢do de genes da via do acido
salicilico e do acido jasménico/etileno, a ativacdo de proteinas de defesa,
fitoalexinas e inibidores das hidrolases dos patdgenos e ainda, a fortificacdo de
barreiras naturais dos tecidos, por meio de aumento na produgdo de lignina
(DALIO et al., 2012; ESHRAGHI et al., 2011).

S&o poucos os estudos referentes a utilizacdo de fosfitos de potéssio no
controle de doencas em feijoeiro e principalmente & inducdo de enzimas
relacionadas a mecanismos de defesa. Por isso, objetivou-se neste estudo
verificar o efeito de fosfitos de potassio no controle da antracnose e 0 modo de

acdo destes produtos em feijoeiro contra C. lindemuthianum.
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2 MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram conduzidos quatro experimentos em casa de
vegetacdo e laboratério. No primeiro experimento em casa de vegetacdo, foi
avaliado o controle da antracnose. Para isso, foi utilizado o isolado CMLAPS
554 de C. lindemuthianum, obtido da Colecdo Micoldgica do Laboratério de
Patologia de Sementes do Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Lavras. Para a producdo do indculo, discos de 5 mm de meio de
cultura batata-dextrose-4gar (BDA) com micélio do fungo foram transferidos
para vagens de feijoeiro previamente esterilizadas em tubo de vidro com meio
BDA. Os tubos foram armazenados em camara de crescimento a 21 °C e 12
horas de fotoperiodo, por 12 dias. Ap6s o periodo de incubacéo, agua destilada
esterilizada foi adicionada aos tubos para remocdo dos conidios utilizados na
inoculacdo.

Sementes de feijoeiro cultivar Pérola, suscetivel a C. lindemuthianum,
foram semeadas em vasos plésticos com capacidade para 6 dm®, contendo solo,
areia e substrato comercial para vegetais (Multiplant®), na proporcdo 3:1:1
(v/viv). Apbs a emergéncia, duas plantas foram mantidas em cada vaso, as quais
foram irrigadas periodicamente e adubadas de acordo com as recomendacGes
para a cultura. O experimento foi conduzido em delineamento experimental de
blocos casualizados, com quatro repeti¢fes e parcela experimental composta por
dois vasos.

Foram avaliadas duas formulacdes de fosfitos comerciais, Fosfito A
(P20526% p/p e K,O 19% p/p) e Fosfito B (fosfito de potéssio - P,0s 33,6% p/p
e K,0 29% p/p - produzidos pela Agrichem do Brasil S.A.) na dose de 5,0 mL L~
! 0 ASM (acibenzolar-S-metilico - 50% p/p — produzido pela Syngenta) na dose
de 0,25 g L™ e uma testemunha sem pulverizacdo. As aplicacdes foram
realizadas até o ponto de escorrimento com auxilio de pulverizador manual,

sendo a primeira realizada no estadio V4 (terceira folha trifoliolada) e a segunda
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no estddio R5 (botbes florais). Cinco dias ap6s a primeira pulverizacdo, trés
folhas trifolioladas de cada planta foram inoculadas nas faces adaxial e abaxial
com suspensdo na concentracdo de 7 x 10° conidios mL™ e mantidas em camara
umida por 16 horas.

Foram realizadas cinco avaliacGes da severidade da antracnhose, a cada
trés dias, a partir do aparecimento dos sintomas. Avaliaram-se trés folhas
trifolioladas previamente marcadas em cada planta, quantificando-se a
severidade da antracnose de acordo com a escala diagramatica proposta por
Godoy et al. (1997). indices médios de severidade observados foram
transformados em é&rea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD).
Quando significativos pelo teste F, os valores foram agrupados pelo teste Scott-
Knott (p<0,05). As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
programa Sisvar versdo 5.1 (FERREIRA, 2011).

O segundo ensaio foi realizado para obter material para o estudo de
deteccdo de fosfito em plantas de feijoeiro em casa de vegetacdo. Assim, foram
utilizadas quatro repeticfes de um vaso com uma planta de feijoeiro cultivar
Pérola, que foram pulverizadas no estadio V4 até o ponto de escorrimento com o
auxilio de pulverizador manual com o Fosfito B, nas doses de 5e 10 mL L™, o
que corresponde a 36,8 e 73,6 mM de fosfito, respectivamente. Como
testemunha, foram utilizadas quatro plantas ndo pulverizadas. Apds a
pulverizacao do fosfito, as plantas ficaram sem irrigacdo por 48 horas. Apés esse
periodo, a irrigacéo foi realizada molhando as folhas e o solo em dias alternados
até a coleta dos tecidos para andlise. A coleta das folhas ocorreu no sétimo dia
apos a aplicacdo, e a deteccdo semiquantitativa de fosfito nesses tecidos foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por Stasikowski et al. (2014). As
folhas foram lavadas com agua deionizada e um grama de tecido foliar fresco de
cada repeticdo foi finamente macerado. Em seguida, 2 mL de a4gua deionizada

foram adicionados ao material, misturados e incubados por 1h a 25 °C. Com o
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objetivo de remover compostos fenolicos do extrato aquoso, polivinilpirrolidona
(PVPP) foi adicionada em uma quantidade equivalente a metade do volume do
extrato, misturado e incubado por 30 min a 25 °C. As amostras foram
centrifugadas a 5.000 g por 4 min e 20 pL do extrato vegetal aquoso tratado com
PVPP foi adsorvido em discos de papel filtro de fibra de vidro saturados
previamente com nitrato de prata (1 M). Os discos foram incubados no escuro, a
temperatura ambiente (25 °C), durante 1 hora. A presenca de fosfito nas
amostras de plantas tratadas foi verificada por comparacdo visual com padrbes
preparados pela adi¢cdo de concentra¢fes conhecidas de fosfito (1 e 3 mM) aos
extratos vegetais obtidos nas plantas controle (plantas ndo pulverizadas).

No terceiro experimento, foi avaliado o efeito direto de diferentes
concentracOes das formulagdes de fosfito sobre C. lindemuthianum. Fosfitos A e
B foram testados nas concentragdes 1, 3 e 5 mM de fosfito e, além destas,
avaliaram-se também as concentragcdes de 27,9 mM do Fosfito A e de 36,8 mM
do Fosfito B que correspondem a dose utilizada no primeiro experimento, 5 mL
L de cada formulagéo. Foi utilizado, também, o ASM na concentraco de 0,25
g L™ e um tratamento controle sem a adigdo dos produtos. Para a realizacdo
deste experimento, um disco de meio de cultura de 5 mm de didmetro contendo
0 micélio do fungo foi retirado da borda de coldonia com 15 dias de idade e
transferido para uma placa de Petri de 9 cm de didmetro, com meio de cultura
BDA acrescido de cada produto nas concentracdes descritas acima. Em seguida,
as placas foram acondicionadas em camara de crescimento a 21 °C e fotoperiodo
de 12 horas. No vigésimo dia ap6s a implantacdo, quando o micélio do
tratamento controle ocupou toda a superficie do meio de cultura, foi quantificado
o didmetro final das coldnias. O experimento foi conduzido em delineamento de
blocos casualizados, com 10 tratamentos, quatro repetices e parcela constituida
por uma placa de Petri contendo coldnia pura do fungo em questdo. Quando

significativos pelo teste F, os valores foram agrupados pelo teste Scott-Knott
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(p<0,05). As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
Sisvar versdo 5.1 (FERREIRA, 2011).

O quarto experimento foi realizado para verificar as respostas
bioquimicas de defesa induzida. Sementes de feijoeiro-comum, cultivar Pérola,
foram semeadas em vasos plésticos com capacidade para 6 dm?, contendo solo,
areia e substrato comercial para vegetais (Multiplant®), na proporcdo 3:1:1
(v/viv). Os vasos foram mantidos com trés plantas ap6s a emergéncia, que foram
irrigadas periodicamente e adubadas de acordo com as recomendacdes para a
cultura.

Plantas de feijoeiro no estadio V4 foram pulverizadas até o ponto de
escorrimento com os fosfitos na dose de 5,0 mL L* (Fosfito A e B), ASM na
dose de 0,25 g L™ e um tratamento controle (plantas ndo pulverizadas). As
aplicagdes foram realizadas por meio de pulverizador manual. Para as anélises
bioguimicas, foram coletadas amostras foliares nos tempos: um, quatro, oito,
doze, dezesseis e trinta dias ap6s a aplicacdo dos produtos. Foram utilizadas trés
repeticOes constituidas de uma planta, em cada tempo de coleta, por tratamento.
Em cada coleta, trés folhas trifolioladas foram retiradas por planta. O material
vegetal foi revestido individualmente com papel aluminio, rapidamente
congelado em nitrogénio liquido e armazenado em ultrafreezer a -80 °C. As
amostras foram utilizadas na avaliacdo da atividade das enzimas superoxido
dismutase, peroxidases, quitinases, glucanases e na quantificagdo de compostos
fendlicos solaveis e lignina.

Para a obtencdo dos extratos utilizados na determinacdo da atividade da
peroxidase e superoxido dismutase, os tecidos vegetais foram triturados em
nitrogénio liquido, com almofariz e pistilo, com adicdo de polivinilpirrolidona
(PVP) a 2% (p/p) até a obtencdo de um pé fino. Posteriormente, 1 g desse po foi
depositado em um tubo, ao qual foi adicionado fosfato de potassio 400 mM pH
7.8, acrescido de 10 mM de EDTA e &cido ascorbico 10 mM. O material foi



47

homogeneizado por 15 segundos em agitagdo, centrifugado a 12.000 g durante
15 min a 4 °C e o sobrenadante foi utilizado como fonte enzimatica.

A atividade da peroxidase foi determinada pela oxidacdo do guaiacol.
Adicionou-se 30 pL do extrato enzimaético, ajustado para 200 uL de solugédo
contendo acetato de s6dio 50 mM pH 5,2, guaiacol 20 mM e perdxido de
hidrogénio 60 mM. Ap6s incubacdo a 30 °C por 2 minutos, a absorbancia foi
medida a 480 nm. O coeficiente de extin¢do molar de 1,235 mM™ cm™ foi usado
para calcular a atividade da peroxidase.

A atividade da superdxido dismutase foi determinada pela capacidade da
enzima em inibir a fotorredugdo do azul de nitrotetraz6lio (NBT) em meio de
incubacdo composto por fosfato de potéssio 50 mM, pH 7,8, metionina 14 mM,
EDTA 1 mM, NBT 750 mM, riboflavina 2 uM e extrato enzimatico. ApGs
incubagdo por 7 minutos em camara fechada com lampada fluorescente de 30
W, foi realizada a leitura a 560 nm. Uma unidade da superdxido dismutase
correspondeu a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducéo do
NBT nas condi¢6es do ensaio.

Para a obtencéo dos extratos utilizados na determinacgdo da atividade da
quitinase e da B-1,3-glucanse, os tecidos vegetais foram triturados em nitrogénio
liquido, com almofariz e pistilo, com adicéo de polivinilpirrolidona (PVP) a 2%
(p/p) até a obtencdo de um poé fino. Posteriormente, 1 g desse pd foi depositado
em um tubo, ao qual foi adicionado 5 mL de tampdo acetato de sédio 50 mM pH
5,2. O material foi homogeneizado por 15 segundos em agitacdo, centrifugado a
12.000 g durante 15 min a 4 °C e o sobrenadante foi utilizado como fonte
enzimatica.

A atividade da quitinase foi determinada pela adicdo de 100 pL do
extrato enzimatico ajustado para 320 puL de uma solucdo com acetato de sodio
50 mM pH 5,2 e 70 pL de CM-Chitin-RBV (2 mg mL™; um substrato especifico

para quitinase fornecido por LOEWE Biochemica GmbH), em microplacas de
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96 cavidades, com volume de 350 pL por cavidade. Ap6s incubacgdo a 35 °C por
80 minutos, as amostras foram acidificadas com 50 uL de HCI 0,5 N, resfriadas
em banho de gelo por 10 minutos e centrifugadas a 1.450 g por 10 minutos, a 4
°C. Uma aliquota de 200 pL do sobrenadante de cada amostra foi transferida
para nova microplaca, para leitura em 492 nm, em espectrofotdmetro de Elisa. A
atividade da quitinase foi expressa pela variacdo de 1 OD,g, por miligrama de
proteina solavel por minuto (A sgonm MgP™ min™).

A atividade da B-1,3-glucanase foi determinada de modo analogo ao da
quitinase, apenas com substituicdo do substrato para CM-Curdlan-RBB (4 mg
mL™"; Loewe Biochemica GmbH). Para promover agdo hidrolitica de p-1,3-
glucanase, foi adotado tempo de incubacéo a 35 °C, de 80 minutos. As amostras
foram submetidas a leitura de 420 nm. A atividade da f-1,3-glucanase foi
expressa pela variacdo de 1,0 ODgy por miligrama de proteina soltvel por
minuto (A gonmmg P min).

A proteina total de cada extrato enziméatico foi mensurada de acordo
com o método de Bradford (1976), utilizando-se uma curva padréo de albumina
sérica bovina. Todas as analises enziméticas foram realizadas em triplicata.

Para a analise de teores de compostos fendlicos e lignina, os tecidos
vegetais foliares coletados foram triturados em nitrogénio liquido, com
almofariz e pistilo até a obtencdo de um po fino. Posteriormente, as amostras
foram liofilizadas por 24 horas. Uma aliquota de 30 mg do material liofilizado
foi transferida para microtubo de 2 mL, homogeneizada com 1,5 mL de metanol
a 80% e mantida sob agitacdo por 15 horas, em agitador rotativo, protegido da
luz, a temperatura ambiente. A suspensdo foi centrifugada, a 12.000 g, por 5
minutos. O sobrenadante (extrato metandlico) foi transferido para novo
microtubo, com o qual se realizou a determinacdo de fendis sollveis totais,

enquanto o precipitado foi utilizado para determinacéo de lignina.
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Para determinacdo da lignina, foi adicionado ao residuo soélido 1,5 mL
de metanol a 80%, homogeneizado e centrifugado, a 12.000 g por 5 minutos a 4
°C. O sobrenadante foi descartado e o residuo foi seco a 65 °C por 15 horas. Foi
acrescentado 1,5 mL de solucdo de &cido tioglicolico:HCI 2M (1:10). Em
seguida, os microtubos foram agitados suavemente para hidratar o residuo e
colocados em banho-maria a 100 °C por 4 horas. Posteriormente, 0s microtubos
foram centrifugados a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado lavado com 1,5 mL de &gua ultrapura e novamente
centrifugado a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C. A seguir, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspenso em 1,5 mL de NaOH 0,5 M e mantido
em agitador rotativo por 15 horas a temperatura ambiente. A mistura foi
centrifugada a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi transferido
para novo microtubo, ao qual foram adicionados 200 uL. de HCI concentrado. A
suspensdo obtida foi mantida em camara fria a 4 °C por 4 horas para permitir a
precipitacdo da lignina ligada ao acido tioglicolico. Em seguida, a mistura foi
centrifugada a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C, o sobrenadante descartado e o
precipitado ressuspenso em 2,0 mL de NaOH 0,5 M. Uma aliquota de 20 L da
suspensdo foi transferida para microplacas, onde se completou o volume para
200 pL de NaOH 0,5 M. A absorbancia desta solugdo foi determinada em
espectrofotdmetro de Elisa, a 280 nm e os valores calculados com base na curva
de lignina e expressos em pg de lignina solGvel por miligrama de massa seca.

O método desenvolvido por Spanos e Wrolstad (1990), com algumas
modificacdes, foi utilizado para a determinacdo de concentracdo de compostos
fendlicos sollveis totais. Em microplacas, aliquotas de 15 pL do extrato
metandlico foram misturadas a 15 pLL de metanol 80% e a 30 puL do reagente de
Folin-Ciocalteau 0,25 N por 5 minutos homogeneizadas com 30 pL de Na,CO31
M por 10 minutos e diluidas com 110 pL de agua destilada, a temperatura

ambiente, por uma hora. Os valores de absorbancia desta reacdo foram
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determinados a 725 nm, em espectrofotdmetro de Elisa e calculados com base
em curva de acido clorogénico. Os compostos fendlicos totais foram expressos

em equivalente pg de acido clorogénico por miligrama de massa seca.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As formulagdes de Fosfito B e A e 0 ASM promoveram reducdo da area
abaixo da curva de progresso da severidade da antrachose (AACPS) comparado
ao controle, pois reduziram em 68,7%, 55,6% e 47,9%, respectivamente, a

severidade da doenca (Tabela 1).

Tabela 1 - Aplicacdo de fosfitos de potassio e ASM (acibenzolar-S-metilico) e
efeitos na area abaixo da curva do progresso da severidade (AACPS)
e no percentual de redugédo (%) da antracnose do feijoeiro cultivar
Perola em casa de vegetacao.

Tratamentos AACPS Redugéo (%)
Controle 89b 0,0
ASM (0,259 L) 46a 47,9
Fosfito A (5mL L™) 39a 55,6
Fosfito B (5 mL L™) 28a 68,7

Médias com mesma letra na coluna foram agrupadas pelo teste Scott-Knott (p<0,05).

O fosfito foi detectado em amostras de folhas de feijoeiro sete dias ap6s
a pulverizacdo com as doses de 5 e 10 mL L™ (Figura 1). A concentragdo
estimada de fosfito nos tecidos das plantas que receberam apenas uma aplicacéo
dessas doses ficou entre 1 e 3 mM. Com o aumento da dose aplicada, verificou-

se uma maior concentracéo do fosfito nos tecidos.
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Figura 1l - Deteccdo de fosfito de potdssio em extratos de tecidos de feijoeiro
adsorvidos em disco de papel filtro de fibra de vidro saturados com
nitrato de prata a 1M.

A C
AL
4 STAES 3
v &f«m
| Controle 1 mM phi 3mMphi y 5mLL " 10mLL 7
Padrées Pulverizacdo com fosfito

Legenda: A: extrato de folhas de plantas ndo pulverizadas; B: extrato folhas de plantas
ndo pulverizadas com adi¢do de 1 mM de fosfito (phi); C: extrato de folhas de plantas
ndo pulverizadas com adigdo de 3 mM de fosfito; D: extrato de plantas pulverizadas com
5,0 mL L™ de fosfito; E: extrato de plantas pulverizadas com 10,0 mL L™ de fosfito. A
pulverizacdo ocorreu sete dias antes da avaliacéo.

Estudos indicam que nas plantas o fosfito é sistemicamente translocado
e segue uma relacdo fonte-dreno entre os varios pontos de crescimento, tais
como raizes, folhas ou frutos (DANOVA-ALT et al., 2008; GUEST; PEGG;
WHILEY, 1995). No entetanto, ndo se sabe o tempo que o fosfito permanece
nos tecidos de diferentes espécies, ou a taxa em que ele é degradado na planta
(STASIKOWSKI et al., 2014). Neste trabalho foi possivel comprovar a presenca
deste composto nas folhas sete dias ap6s a aplicacdo, o que indica a estabilidade
da molécula ap6s a aplicacdo em plantas de feijdo.

Todas as doses testadas dos Fosfitos A e B inibiram o crescimento
micelial em relacdo ao controle (TABELA 2). Com o aumento das doses dos
fosfitos, houve reducéo do crescimento micelial, alcangando inibicdo total na
dose de 5 mL L™ (equivalente a 36,8 mM de fosfito) para o Fosfito B e inibigéo
de 81,1% para o Fosfito A (equivalente a 27,9 mM de fosfito). O ASM ndo
inibiu o crescimento micelial do fungo, sendo semelhante a testemunha. Nas
concentracdes mais baixas de fosfito, de 1 a 3 mM, que foram as encontradas
nos tecidos foliares aos sete dias ap0os a pulverizacéo, ocorreu inibigdo de 15,0 a

25,7% do crescimento micelial, o que provavelmente pode contribuir para a
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reducdo da severidade da doenga. Outros trabalhos também verificaram agdo
direta de fosfito sobre fungos do género Colletotrichum (ARAUJO;
VALDEBENITO-SANHUEZA; STADNIK, 2010; OGOSHI et al., 2013). Silva
et al. (2015), utilizando microscopia eletrbnica, observaram que fosfito de
potassio reduziu o crescimento micelial e a emissdo do tubo germinativo de C.

lindemuthianum.

Tabela 2 - Influéncia de diferentes concentragcGes de fosfitos de potassio no
crescimento e na inibicho do crescimento micelial de C.
lindemuthianum.

Concentracao de

Tratamento fosfito (MM) Didmetro (cm) Inibicéo (%)

ASM (0,25 mL L) 7.2fF 1,8
Controle 7,3f 0,0
1,0 6,2e 15,0

Fosfito A 3,0 55d 25,7
5,0 46¢ 37,5

27,9* 14b 81,1

1,0 59d 20,0

Fosfito B 3,0 56d 23,2
5,0 43¢ 41,6

36,8* 0,0a 100,0

Médias com mesma letra na coluna foram agrupadas pelo teste Scott-Knott (p<0,05).
*Doses equivalentes a 5 mL L™ de cada produto.

No experimento de respostas bioquimicas de defesa do feijoeiro, as
enzimas superoxido dismutase, peroxidase, quitinase e -1,3-glucanase tiveram
aumento das atividades apds a aplicacdo dos produtos fosfitos, assim como
compostos fenolicos soluveis e lignina.

Foi observado incremento na atividade da peroxidase no oitavo dia ap6s
a aplicacdo do ASM (Figura 2A). No décimo segundo dia, Fosfito B e ASM
proporcionaram aumentos na atividade. Ja no décimo sexto dia, somente Fosfito
B foi superior aos demais tratamentos. Trinta dias apds a aplicacdo, todos os

tratamentos proporcionaram incremento na atividade enzimatica em relacdo ao
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tratamento controle. A atividade da superdxido dismutase foi maior no
tratamento com Fosfito B, doze dias apds a aplicacdo do produto (Figura 2B).
No décimo sexto dia, os tratamentos com Fosfito A e Fosfito B proporcionaram
maior atividade da enzima. Nos demais tempos avaliados ndo houve diferenga

entre os tratamentos.

Figura 2 - Atividade das enzimas peroxidase (A), superoxido dismutase (B),
quitinase (C) e p-1,3- glucanase (D) em amostras de feijoeiro cultivar
Pérola coletadas aos um, quatro, oito, doze, dezesseis e trinta dias
apos a aplicacdo dos tratamentos Fosfito A, Fosfito B, ASM e
controle (n&o pulverizado).
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Legenda: Barras com mesma letra em cada dia apds a aplicacdo foram agrupadas pelo
teste Scott-Knott (p<0,05).

As enzimas peroxidase e superdxido dismutase sdo importantes
compostos relacionados ao sistema de defesa das plantas, pois estabilizam
espécies reativas de oxigénio e protegem as células dos danos oxidativos
(HOSSAIN; UDDIN, 2011). Dessa forma, exercem papel importante na
protecdo da planta contra os danos celulares causados por estresses bidticos ou
abioticos. As peroxidases sdo parte de um seleto grupo de proteinas relacionadas

a inducdo de mecanismos de defesa das plantas, as chamadas PR-proteinas e
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também estdo envolvidas no metabolismo de compostos que atuam como
barreira contra patdgenos, como lignina e suberina, responsaveis por reforgar a
parede celular (AVILA et al., 2011).

Em estudo com quatro cultivares de feijoeiro, Campos et al. (2004)
observaram que a maior atividade da peroxidase ocorreu na cultivar que
apresentou maior resisténcia a antracnose. Leite et al. (2014) também
verificaram que a linhagem com resisténcia ao mofo branco apresentava maior
atividade da peroxidase e da superoxido dismutase, 0 que sugere que essas
enzimas atuam na resisténcia do feijoeiro contra esses patdgenos. Silva et al.
(2015) estudando o patossistema feijoeiro - C. lindemunthianum observam que a
aplicacdo de fosfito de potassio aumentou a atividade das enzimas peroxidase e
fenilalanina aménia-liase em plantas inoculadas e ndo inoculadas com o
patégeno. Na cultura do milho, respostas semelhantes ao presente estudo foram
verificadas por Avila et al. (2011), que observaram aumento da atividade da
enzima peroxidase em resposta ao tratamento com fosfito.

Com relagdo a atividade da quitinase, o tratamento com Fosfito B, no
décimo sexto dia apds a aplicagdo dos tratamentos, proporcionou maior
atividade da enzima, seguido por Fosfito A e ASM, que também foram
superiores ao controle. Nos demais tempos analisados, a atividade da enzima foi
similar entre os tratamentos (Figura 2C). No primeiro dia ap6s a aplicacdo, as
plantas tratadas com Fosfito B apresentaram maior atividade da B-1,3-glucanase
(Figura 2D). No décimo sexto dia, Fosfito A, Fosfito B e ASM proporcionaram
aumento significativo da atividade da enzima em relagdo ao controle. Quitinases
e B-1,3-glucanases sdo enzimas que hidrolisam, respectivamente, quitina e 3-1,3-
glucana, principais polimeros componentes da parede celular de fungos,
exercendo, portanto, acdo direta sobre esses patdgenos (RESENDE et al., 2007).
Os fosfitos utilizados no presente estudo proporcionaram aumento na atividade

dessas duas enzimas em feijoeiro. Na cultura da batata, o fosfito de potassio
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promoveu controle de Phytophthora infestans e aumentou a expressdo de -1,3-
glucanases (LOBATO et al., 2008).

Incremento da lignificagdo foi observado em plantas tratadas com
Fosfito A e ASM no décimo segundo dia apos a pulverizagdo (Figura 3A). No
décimo sexto dia, ASM, Fosfito A e Fosfito B foram superiores ao controle. O
refor¢o da parede celular pela deposicao de lignina pode dificultar a colonizacdo
pelo patogeno. Avila et al. (2011), em estudo com a cultura do milho, também

verificaram incremento na lignificacdo apds o tratamento com fosfito.

Figura 3 - Lignina soluvel (A) e compostos fendlicos sollveis totais (B) em
amostras de feijoeiro cultivar Pérola coletadas um, quatro, oito, doze,
dezesseis e trinta dias apds a aplicacdo dos tratamentos Fosfito A,
Fosfito B, ASM e controle (ndo pulverizado).
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Legenda: Barras com mesma letra em cada dia apds a aplicacdo foram agrupadas pelo
teste Scott-Knott (p<0,05).

Na analise de compostos fenolicos sollveis totais observou-se que
plantas tratadas com Fosfito A e Fosfito B, no décimo sexto dia apds a aplicacdo
dos produtos, apresentaram aumento no teor, diferindo-se do ASM e do controle
(Figura 3B). Os compostos fendlicos sdo produzidos rapidamente e se acumulam
apos a infeccdo e sdo tdxicos a patdégenos (CAMPOS et al., 2004). O aumento
desses compostos induzidos pelos fosfitos provavelmente pode ter auxiliado na

reducéo dos danos causados pelo C. lindemunthianum.
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A inducdo de defesa por fosfito de potassio na auséncia do patdgeno foi
verificada por Eshraghi et al. (2011) que observaram o aumento da expressao de
genes de defesa em plantas de Arabidopsis thaliana. Segundo os autores, 0
tratamento com fosfito poderia permitir o recrutamento de moléculas que
participam de diferentes rotas de resposta de defesa contra patdgenos biotréficos
e necrotréficos. Dalio et al. (2014) relataram que fosfitos se acumulam nas
células das plantas na auséncia do patégeno, promovendo o efeito de pré-
condicionamento (priming) para a defesa perante o posterior desafio do
patdgeno. Lim et al. (2013) estudando fosfito no controle de Phytophthora
infestans na cultura da batata, verificaram o aumento da regulacdo de vérias
proteinas associadas a defesa de plantas apés o tratamento com fosfito e
sugeriram que a pré-ativacdo dessas proteinas antes da infeccdo em plantas
tratadas contribui para o aumento dos niveis de resisténcia da batateira contra
patdgenos.

Verificou-se no presente trabalho que fosfitos de potéssio reduziram a
severidade da antracnose e dois modos de acdo podem ser evidenciados. O
primeiro por meio da toxidez direta, pois a concentragdo de fosfito encontrada
nos tecidos foliares de feijoeiro é suficiente para causar inibicdo do crescimento
micelial de C. lindemuthianum, e o segundo, por meio do aumento da atividade e
ou teores de compostos relacionados com a defesa do feijoeiro, observando

assim o efeito indutor de resisténcia deste composto.
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4 CONCLUSOES

1. Os fosfitos de potassio reduzem a severidade da antracnose do
feijoeiro, causada por C. lindemuthianum.

2. Fosfito é detectado nos tecidos foliares aos sete dias ap6s a aplicacéo
em concentracdo que promove reducdo do crescimento micelial de C.
lindemuthianum.

3. Fosfitos de potassio promovem incremento na atividade das enzimas
superdxido dismutase, peroxidase, quitinase e glucanase, além de aumento na

lignificacdo e no teor de compostos fenélicos na auséncia do patdgeno.
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RESUMO

Avaliou-se o fosfito de potéssio (FP) aplicado em sementes de feijoeiro no
controle de Rhizoctonia solani e Colletotrichum lindemuthianum, na indugéo de
respostas bioguimicas de defesa da planta e na compatibilidade com Rhizobium
tropici, bactéria fixadora de nitrogénio. No primeiro ensaio, as sementes foram
inoculadas com R. solani e posteriormente tratadas com FP (5,0 mL kg™
sementes). Foram realizadas avalia¢c@es do indice de velocidade de emergéncia
(IVE) e a porcentagem de emergéncia total. No segundo ensaio, sementes foram
tratadas com FP (5,0 mL kg™ sementes), semeadas em vasos e inoculadas com o
fungo C. lindemuthianum (1 x 10° conidios mL™) na parte aérea do feijoeiro
(estadio V2 de desenvolvimento). Foi avaliada a severidade da antracnose e, em
sequida, foi realizada a coleta de tecidos foliares para a quantificacdo das
atividades das enzimas catalase, superéxido dismutase, fenilalanina aménia-liase
e o teor de lignina. No terceiro ensaio, sementes de feijoeiro ap6s a aplicagdo de
FP foram inoculadas com a bactéria R. tropici e semeadas em vasos em casa de
vegetacdo. Foi avaliado o numero de nodulos por sistema radicular, a massa de
nédulos secos, a massa seca, o teor e 0 acimulo de nitrogénio na parte aérea. FP
promoveu maior IVE e aumento de 40,1% do estande de plantas em relacdo a
testemunha inoculada com R. solani. FP proporcionou reducédo de 56,9% da area
abaixo da curva de progresso da antracnose, sendo significativamente
semelhante ao tratamento com fungicida. Foi observado aumento das atividades
das enzimas catalase, superoxido dismutase, fenilalanina amoénia-liase e da
lignificagdo das plantas. A aplicacdo de FP nas sementes resultou em maior
massa de ndédulos. O nimero de noédulos formados, o teor e 0 acumulo de
nitrogénio foram semelhantes a testemunha inoculada com R. tropici. Assim, o
tratamento de sementes com FP promove o controle de R. solani e de C.
lindemuthianum e proporciona o incremento de compostos de defesa nos
estadios iniciais de desenvolvimento do feijoeiro. FP é compativel com a
inoculagdo de R. tropici.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L. Antracnose. Inducdo de resisténcia.
Rhizobium tropici.
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Phosphite in the treatment of bean common seeds: control of Rhizoctonia
solani and Colletotrichum lindemuthianum, induction of biochemical defense

responses and compatibility with nitrogen fixing bacteria

ABSTRACT

In this work, we evaluated potassium phosphite (PP) applied to bean seeds for
controlling Rhizoctonia solani and Colletotrichum lindemuthianum, in the
induction of biochemical defense responses and the compatibility with
Rhizobium tropici, nitrogen fixing bacterium. In the first trial, the seeds were
inoculated with R. solani and, subsequently, treated with PP (5.0 mL kg™ seeds).
Evaluations of the emergence speed index (ESI) and percentage of total
emergence were conducted. In the second trial, seeds were treated with PP (5.0
mL kg™ seeds), sown in pots and inoculated with the C. lindemuthianum (1 x 10°
conidia mL™) in the aerial part of the common bean plant (development stage
V2). The severity of the anthracnose was evaluated and, subsequently, foliar
tissue was collected to quantify the activities of enzymes catalase, superoxide
dismutase, phenylalanine ammonia-liase and content of lignin. In the third trial,
after application of PP, bean seeds were inoculated with R. tropici and sown in
pots maintained in greenhouse. The number of nodules per root system, mass of
dry nodules, dry mass and content and accumulation of nitrogen in the aerial part
were evaluated. PP promoted higher ESI and an increase of 40.1% in plant stand
in relation to the control inoculated with R. solani. PP reduced in 56.9% the area
under the anthracnose progress curve, being significantly similar to the treatment
with fungicide. We verified an increase in the activity of enzymes catalase,
superoxide dismutase, phenylalanine ammonia-liase and lignification of the
plants. The application of PP to the seeds resulted in greater nodule mass. The
number of nodules formed and content and accumulation of nitrogen was similar
to the control inoculated with R. tropici. Thus, seed treatment with PP controls
R. solani and C. lindemuthianum, and increases defense compounds in the initial
development stages of the common bean plant. PP is compatible to the
inoculation with R. tropici.

Keywords: Phaseolus vulgaris L. Anthracnose. Resistance induction.
Rhizobium tropici.
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1 INTRODUCAO

A cultura do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) esta sujeita ao ataque de
diversos patdgenos que podem ser transmitidos pelas sementes (REY et al.,
2009). A podriddo radicular e o tombamento de plantas s&o doengas causadas
pelo fungo Rhizoctonia solani Kuhn e que resultam em danos consideraveis ao
feijoeiro. O fungo provoca lesdes na parte basal do hipocétilo e na raiz principal
das plantulas, acarretando reducdo do estande. A antracnose, causada por
Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magnus) Briosi & Cavara, é uma das
mais importantes doencas da cultura. Seus sintomas podem ser observados em
toda parte aérea da planta, provocando danos ja no estadio de plantulas, onde
podem ser observadas lesdes nos cotilédones (BIANCHINI; MARINGONI;
CARNEIRO, 2005).

Em muitas areas onde o cultivo do feijoeiro é realizado todos os anos,
torna-se necessério o tratamento de sementes com fungicidas para evitar a
incidéncia de doencas que afetam a cultura, apesar do potencial negativo de
impacto ambiental desses produtos (SARTORATO; RAVA, 1994), além do
risco da incompatibilidade entre fungicidas e bactérias fixadoras de nitrogénio
quando em contato nas sementes (ARAUJO; ARAUJO, 2006).

Segundo Lobato et al. (2008), a utilizacdo de fosfito pode ser
considerada uma estratégia adicional a ser incluida em programas de manejo de
doencas para reduzir o intensivo uso de fungicida. No Brasil, os fosfitos séo
registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento como
fertilizantes para aplicacdo foliar ou via solo, porém a utilizacdo dos fosfitos tem
sido investigada principalmente no controle de doencas de plantas (ARAUJO et
al., 2014; DALIO et al., 2012; DELIOPOULOS; KETTLEWELL; HARE,
2010). Estudos relatam que os fosfitos exercem um complexo modo de acédo
contra fungos e oomicetos, que envolvem acédo direta, por meio da inibicdo da

esporulacdo ou reducdo da taxa de crescimento, e efeitos indiretos, como uma
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rapida e forte estimulacdo de mecanismos de defesa da planta tanto na presenca
quanto na auséncia do patégeno (DALIO et al., 2012; DELIOPOULOS;
KETTLEWELL; HARE, 2010; ESHRAGHI et al., 2011; LIM et al., 2013).

A aplicacdo de fosfito de forma preventiva em batata semente
proporcionou reducdo significativa de doencgas causadas por Phytophthora
infestans, Fusarium solani e R. solani (LOBATO et al., 2008). Na literatura, sdo
poucos os relatos sobre a aplicacdo de fosfito em sementes e na cultura do
feijoeiro ainda ndo foram desenvolvidos estudos sobre seu uso no tratamento de
sementes. Dessa forma, objetivou-se avaliar o efeito proporcionado por fosfito
aplicado nas sementes de feijoeiro visando ao controle de R. solani e de C.
lindemuthianum, a inducdo de respostas bioquimicas de defesa da planta e a

compatibilidade com Rhizobium tropici, bactéria fixadora de nitrogénio.
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2 MATERIAL E METODOS

O ensaio para avaliar o potencial de fosfito de potéssio no controle de R.
solani foi conduzido em casa de vegetacdo. Sementes de feijoeiro cultivar Pérola
foram desinfestadas com hipoclorito de soédio a 1% por 30 segundos, lavadas
seis vezes com agua destilada esterilizada e, em seguida, secas em capela de
fluxo laminar. Posteriormente, as sementes foram inoculadas com R. solani pelo
método da restricdo hidrica, descrito por Machado et al. (2012). O fungo foi
obtido a partir de sementes infectadas e isolado em placas de Petri de 9 cm de
didmetro contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA). Apés trés dias
de crescimento, foram retirados discos de micélio de aproximadamente 1 cm de
diametro e transferidos para placa de Petri de 9 cm de diametro, contendo meio
BDA com adicfo de manitol (71,3 g L™ BDA), com potencial hidrico ajustado
para -1,0 MPa, segundo calculo do software SPPM (MICHEL; RADCLIFFE,
1995). As col6nias foram mantidas em incubacdo a temperatura de 21 + 2 °C e
fotoperiodo de 12h, por trés dias. As sementes foram depositadas formando uma
camada Unica sobre as coldnias e permaneceram em contato com o fungo por 48
horas, nas mesmas condicdes de incubacao ja descritas.

Posteriormente, as sementes foram submetidas aos seguintes
tratamentos: fosfito de potéssio (FP - P,Os 33,6 % p/p e K,O 29% p/p) na dose
de 5,0 mL kg™ sementes; fungicida (feniluréia - 25% m/v) na dose de 3,0 mL kg’
! sementes; sementes ndo tratadas e inoculadas (testemunha inoculada),
sementes ndo tratadas e nao inoculadas (testemunha ndo inoculada). Apds
receberem os tratamentos, as sementes foram secas em capela de fluxo laminar
durante duas horas e entdo semeadas em caixas de polietileno com dimensbes de
48 x 29 x 10 cm, contendo areia esterilizada. Foi utilizado o delineamento em
blocos casualizados, com quatro repeticdes e parcela constituida por uma caixa
com 50 sementes. Foi realizada a contagem diaria do namero de plantulas

emergidas, para o calculo do indice de velocidade de emergéncia (IVE),
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proposto por Maguire (1962). Foi avaliada, também, a porcentagem de
emergéncia total em cada caixa, que foi calculada no décimo quarto dia apés a
semeadura. Quando significativos pelo teste F, os valores foram agrupados pelo
teste Scott-Knott (p<0,05). As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se
0 programa Sisvar versao 5.1 (FERREIRA, 2011).

Para avaliacdo do controle da antracnose e das respostas bioguimicas de
defesa induzida em feijoeiro por fosfito, foi conduzido um experimento em casa
de vegetacdo. Sementes de feijoeiro cultivar Pérola foram tratadas com: fosfito
de potassio (FP - P,Os 33,6% p/p e K,O 29% p/p) na dose de 5,0 mL kg™
sementes; fungicida (carboxanilida - 20% m/v + dimetilditiocarbamato - 20%
m/v) na dose de 2,5 mL kg™ sementes e uma testemunha sem tratamento. Apds a
aplicacdo dos produtos, as sementes secaram por duas horas. Posteriormente
foram semeadas em vasos com capacidade para 2,5 dm?®, contendo substrato
comercial (Multiplant®). Foram mantidas cinco plantas por vaso, as quais foram
irrigadas periodicamente e adubadas com solugdo nutritiva proposta por
Hoagland e Arnon (1950).

Para a inoculagdo das plantas, foi utilizado o isolado CMLAPS 554 de
C. lindemuthianum, obtido da colecdo micoldgica do Laboratorio de Patologia
de Sementes do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Lavras. No preparo do indculo, discos de 5 mm de didmetro de meio de cultura
batata-dextrose-4gar (BDA) contendo micélio do fungo foram transferidos para
vagens de feijoeiro previamente esterilizadas em tubo de vidro com meio BDA.
Os tubos foram armazenados em cdmara de crescimento a 21 °C e 12 horas de
fotoperiodo, por 12 dias. Apds o periodo de incubacdo, agua destilada
esterilizada foi adicionada aos tubos para remocdo dos conidios, que foram
utilizados para a inoculacdo. Doze dias ap6s a semeadura, quando as plantas
apresentavam as folhas primarias completamente abertas (V2), foram inoculadas

nas faces adaxial e abaxial com suspensdo na concentragdo de 1x10° conidios
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mL™?, utilizando pulverizador manual. As plantas foram mantidas em camara
umida por 16 horas.

A avaliagdo da antracnose foi realizada quantificando-se a severidade
em todas as folhas primarias das cinco plantas de cada vaso, em trés repeticdes,
de acordo com a escala diagramatica proposta por Godoy et al. (1997). Foram
realizadas quatro avaliacdes, a cada dois dias, a partir do aparecimento dos
sintomas. indices médios de severidade observados foram transformados em
area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD). Quando significativos
pelo teste F, os valores foram agrupados pelo teste Scott-Knott (p<0,05). As
analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa Sisvar versdo 5.1
(FERREIRA, 2011).

Para analise enzimatica, ndo foi utilizado o tratamento fungicida, o qual
foi empregado somente como padrdo de controle nas avaliacfes da severidade
da antracnose. Amostras foliares de plantas inoculadas e ndo inoculadas de cada
tratamento foram coletadas nos seguintes tempos: 0 (antes da inoculacdo), 24, 48
e 96 horas ap6s a inoculagdo e 168 horas apds a inoculagdo (aparecimento dos
sintomas). A avaliacdo de lignina soltvel total foi realizada somente no tempo
de 168h apos a inoculacdo, nos tratamentos FP e testemunha (ndo inoculados).
Foram coletadas cinco plantas em cada uma das trés repeti¢fes, em cada tempo.
O material vegetal foi revestido individualmente com papel aluminio,
rapidamente congelado em nitrogénio liquido e armazenado em ultrafreezer a -
80 °C. As amostras foram utilizadas na avaliacdo da atividade das enzimas
superdxido dismutase, catalase, fenilalanina aménia-liase e na quantificacdo de
lignina.

A proteina total do cada extrato enzimatico foi mensurada, de acordo
com o método de Bradford (1976), usando-se uma curva padrdo de albumina

sérica bovina. Todas as analises enzimaticas foram realizadas em triplicata.
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Para a obtencéo dos extratos utilizados na determinagdo da atividade da
superdxido dismutase e da catalase, os tecidos vegetais foram triturados em
nitrogénio liquido, com almofariz e pistilo, com adi¢do de polivinilpirrolidona
(PVP) a 2% (p/p) até a obtencdo de um pé fino. Posteriormente, 1 g desse po foi
depositado em um tubo, ao qual se adicionou fosfato de potassio 400 mM pH
7,8, acrescido de 10 mM de EDTA e acido ascorbico 10 mM. O material foi
homogeneizado por 15 segundos em agitacdo, centrifugado a 12.000 g durante
20 min a 4 °C e o sobrenadante foi utilizado como fonte enzimética.

A atividade da superdxido dismutase foi determinada pela capacidade da
enzima em inibir a fotorredugdo do azul de nitrotetrazdlio (NBT), em meio de
incubacdo composto por fosfato de potéssio 50 mM, pH 7,8, metionina 14 mM,
EDTA 1 mM, NBT 750 mM, riboflavina 2 uM e extrato enzimatico. ApGs
incubag&do por 7 minutos em camara fechada com lampada fluorescente de 30 W
foi realizada a leitura a 560 nm. Uma unidade da superoxido dismutase
correspondeu a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducdo do
NBT nas condi¢6es do ensaio.

Para a atividade da catalase foram adicionados 10 pL do extrato
enzimatico em um tampéo de incubagdo contendo fosfato de potassio 100 mM
pH 7,0, peroxido de hidrogénio 12,5 mM e 4gua, ajustado para 200 pL de
solucdo final. A atividade da catalase foi avaliada pelo decréscimo na
absorbancia a 240 nm durante 3 minutos a 25 °C. O coeficiente de extin¢do
molar de 18 M™ cm™ foi usado para calcular a atividade da catalase (HAVIR;
MCHALE, 1987).

Para medir a atividade da fenilalanina amodnia-liase, os tecidos foliares
foram macerados conforme para superoxido dismutase. Para cada grama de p6
macerado, foi adicionado 3 mL de tampéo fosfato de s6dio 50 mM pH 6,5,
acrescido de 1 mM de PMSF. A solugdo foi centrifugada a 13.000 g por 20

minutos, a 4 °C e o sobrenadante foi usado como fonte enzimatica. A atividade
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da fenilalanina amonia-liase foi determinada conforme metodologia descrita por
Zucker (1965). Foram adicionados 10 puL do extrato enzimatico, ajustado para
200 pL de solugdo contendo Tris-HCI 100 mM pH 8,8 e fenilalanina 50 mM.
Apbs incubacédo a 37 °C por 20 minutos, a absorbancia foi medida a 280 nm. O
coeficiente de extingdo molar de 5.000 mM™ cm™ foi usado para se calcular a
atividade da fenilalanina aménia-liase.

Para a analise de lignina, os tecidos vegetais foliares coletados foram
triturados em nitrogénio liquido, com almofariz e pistilo até a obtencédo de um pé
fino. Posteriormente, as amostras foram liofilizadas por 24 horas. Uma aliquota
de 30 mg do material liofilizado foi transferida para microtubo de 2 mL,
homogeneizada com 1,5 mL de metanol a 80% e mantida sob agitacdo por 15
horas, em agitador rotativo, protegido da luz, a temperatura ambiente. A
suspensdo foi centrifugada, a 12.000 g, por 5 minutos. Para determinacdo da
lignina, foi adicionado ao residuo sélido 1,5 mL de metanol a 80%,
homogeneizado e centrifugado a 12.000 g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante
foi descartado e o residuo foi seco a 65 °C por 15 horas. Posteriormente, foi
acrescentado 1,5 mL de solugdo de é&cido tioglicélico:HCI 2M (1:10). Em
seguida, os microtubos foram agitados suavemente para hidratar o residuo e
colocados em banho-maria a 100 °C por 4 horas. Posteriormente os microtubos
foram centrifugados a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado lavado com 1,5 mL de &gua ultrapura e novamente
centrifugado, a 12.000 g, por 10 minutos, a 4 °C. Logo ap6s, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspenso em 1,5 mL de NaOH 0,5 M e mantido
em agitador rotativo, por 15 horas, a temperatura ambiente. A mistura foi
centrifugada a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C e o sobrenadante transferido para
novo microtubo, ao qual foram adicionados 200 puL. de HCI concentrado. A
suspensdo obtida foi mantida em camara fria a 4 °C por 4 horas, para permitir a

precipitacdo da lignina ligada ao &cido tioglicolico. Em seguida, a mistura foi
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centrifugada a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C, o sobrenadante descartado e o
precipitado ressuspenso em 2,0 mL de NaOH 0,5 M. Uma aliquota de 200 L da
suspensdo foi transferida para microplacas e a absorbancia desta solucéo
determinada em espectrofotémetro de Elisa a 280 nm. Os valores foram
calculados com base na curva de lignina e expressos em pg de lignina sollvel
por miligrama de massa seca. Quando significativos pelo teste F, os valores
foram agrupados pelo teste Scott-Knott (p<0,05). As analises estatisticas foram
realizadas utilizando-se o programa Sisvar versdo 5.1 (FERREIRA, 2011).

Para verificar a compatibilidade da aplicacdo de fosfito com a bactéria
fixadora de nitrogénio R. tropici foi realizado um experimento em casa de
vegetacdo. Sementes de feijoeiro cultivar Pérola foram desinfestadas com
hipoclorito de sodio a 1% por 30 segundos. Em seguida, foram realizadas seis
lavagens sucessivas em agua destilada esterilizada. Apds a desinfestagdo, as
sementes foram tratadas com: Inoculante (inoculante turfoso a base de R. tropici
contendo as estirpes SEMIA 4077 e SEMIA 4088, com garantia de 3,0 x 10°
UFC g™ na dose de 2 g kg™ sementes; fosfito de potassio (FP - P,Os 33,6% p/p
e K,0 29% p/p) na dose de 5,0 mL kg™ sementes + Inoculante (2 g kg™);
fungicida (carboxanilida - 20% m/v e dimetilditiocarbamato - 20% m/v) na dose
de 2,5 mL kg™ sementes + Inoculante (2 g kg™); dois tratamentos testemunhas
(ndo inoculadas com R. tropici) com adubacdo ou sem adubagdo mineral
nitrogenada (350 mg planta™, na fonte nitrato de aménio). As sementes foram
tratadas com os produtos e posteriormente com o inoculante. Duas horas ap6s o
tratamento, as sementes foram semeadas em vasos em casa de vegetacdo. O
experimento foi conduzido em blocos casualizados, com quatro repeti¢bes e
parcela experimental composta por um vaso (2,5 dm® contendo substrato
comercial para vegetais Multiplant®. Foram semeadas quatro sementes por vaso
e, apds a emergéncia, foi realizado o desbaste, permanecendo duas plantas. Os

vasos foram irrigados, periodicamente, com solugéo nutritiva de cultivo proposta
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por Hoagland e Arnon (1950) com restricdio do elemento nitrogénio.
Aproximadamente 50 dias apds a semeadura, no inicio do florescimento (R5),
foi realizada a contagem do numero de nddulos por sistema radicular, a
avaliacdo da massa de nédulos secos, da massa da parte aérea seca, além do teor
e acumulo de nitrogénio na parte aérea. Quando significativos pelo teste F, os
valores foram agrupados pelo teste Scott-Knott (p<0,05). As analises estatisticas
foram realizadas utilizando-se o programa Sisvar versdo 5.1 (FERREIRA,
2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No experimento com controle de R. solani, foi observado para o0s
tratamentos Fungicida e FP, 98,5 e 96,0% de plantas emergidas, respectivamente
(Figura 1A). Esses tratamentos ndo diferiram entre si, porém foram superiores a
Testemunha inoculada, que teve 68,5% das plantas emergidas. Em relagdo a
Testemunha inoculada, o aumento do estande de plantas proporcionado pelo
tratamento das sementes com Fungicida e com FP foi de 43,8% e de 40,1%
respectivamente. Para o indice de velocidade de emergéncia (IVE), o tratamento
Fungicida apresentou valor superior em relacdo aos demais tratamentos (Figura
1B). O tratamento com FP foi semelhante a Testemunha ndo inoculada e

proporcionou maior IVE em relagdo a Testemunha inoculada.
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Figura 4 - Aplicacdo de fosfito de potassio (FP) e de Fungicida (feniluréia) na
semente e efeitos na emergéncia total (%) e no indice de velocidade
de emergéncia (IVE) de plantulas de feijoeiro cultivar Pérola, em
casa de vegetagéo.
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Legenda: Inoculacdo das sementes com R. solani. Colunas com mesma letra foram
agrupadas pelo teste Scott-Knott (p<0,05).

A manutencdo do estande é condicdo fundamental para se alcangar a
produtividade desejada na cultura do feijoeiro. Os principais danos causados por
R. solani, incluem a reducdo do estande e do vigor das plantulas, com
consequente perda de produtividade (TOLEDO-SOUSA et al., 2009). O
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tratamento FP proporcionou controle de R. solani em sementes de feijoeiro
inoculadas, assegurando a emergéncia, bem como protegeu as plantulas do
tombamento de po6s-emergéncia causado pelo patégeno. Além disso, FP
aumentou o IVE em relacdo a Testemunha inoculada e ndo diferiu
significativamente da Testemunha néo inoculada, o que demostra que FP ndo
promoveu acdo fitotoxica sobre as sementes. O maior IVE é importante para
reduzir o tempo de exposicdo de tecidos suscetiveis a patdégenos presentes na
prépria semente ou no solo.

Na cultura da batata, o tratamento de tubérculos com fosfito de potéssio
reduziu a requeima em tubérculos inoculados com Phytophthora infestans,
resultando em 90% de emergéncia de plantulas, enquanto em tubérculos
inoculados e sem tratamento, as plantas ndo emergiram. Fosfito de potassio
também reduziu em 75% a podriddo causada por F. solani e em 25% a
severidade de R. solani (LOBATO et al., 2008). O tratamento de sementes de
soja com fosfito de manganés reduziu a incidéncia de Colletotrichum truncatum
e de Sclerotinia sclerotiorum em pléantulas de soja e promoveu reducdo do
crescimento micelial in vitro de Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani,
Colletotrichum truncatum e de Macrophomina phaseolina (ESPINDOLA,
2015).

No ensaio com controle da antracnose em feijoeiro, os tratamentos
Fungicida e FP promoveram reducdo significativa da severidade da doenca, com
controle de 67,3 e 56,9%, respectivamente, em relacdo a Testemunha (Figura 2).
Os produtos exerceram o controle preventivo da doenca, ja que foram aplicados
apenas nas sementes e a inoculacdo realizada na parte aérea nos estadios iniciais
de desenvolvimento, doze dias apds a semeadura. A pré-ativacdo de proteinas
associadas a defesa de plantas, por fosfito, antes da infeccdo, contribui para o
aumento dos niveis de resisténcia da hospedeira contra patégenos (LIM et al.,
2013).
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Figura 5 - Aplicacdo de fosfito de potassio (FP) e de Fungicida (carboxanilida +
dimetilditiocarbamato) na semente e efeito na area abaixo da curva
do progresso da severidade (AACPS) e no percentual de controle (%)
da antracnose do feijoeiro cultivar Pérola em casa de vegetagao.
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Legenda: Colunas com mesma letra foram agrupadas pelo teste Scott-Knott (p<0,05).

No estudo das respostas de defesa induzidas por FP, houve aumento da
atividade da enzima superoxido dismutase 24 horas apés a inoculagdo de C.
lindemuthianum (CI), nos tratamentos FP e FP+Cl (Figura 3A). Nos demais
tempos avaliados, ndo houve diferenca entre os tratamentos. Para a atividade da
catalase, ocorreu aumento da enzima 96 horas apds a inoculagcdo, nos
tratamentos FP, FP+Cl e Testemunha+CI (Figura 3B).

Plantas sob condicGes de estresse, geralmente usam um complexo
sistema de defesa antioxidante constituido de um diversificado leque de
enzimas, dentre as quais estdo a superoxido dismutase e a catalase (HOSSAIN;
UDDIN, 2011). No presente trabalho, observou-se que o tratamento com FP
induziu plantas de feijoeiro, inoculadas ou ndo, aumentando a atividade das

enzimas superéxido dismutase e catalase. Em feijoeiro cultivado com fosfito
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fornecido via solucdo nutritiva, Avila et al. (2013) também observaram aumento
da atividade da catalase.

Houve incremento da atividade da fenilalanina amonia-liase 24 horas
apos a inoculacdo, nos tratamentos FP, FP+Cl e Testemunha+CIl em relagdo ao
tratamento Testemunha (Figura 3C). No tempo de 168 horas apés a inoculacgéo,
novamente o FP+CI teve incremento na atividade. A fenilalanina aménia-liase é
uma importante enzima da rota dos fenilpropanoides, que leva a formacéo de
lignina e compostos fendlicos (RAES et al., 2003). A sua atividade pode mudar
rapidamente sobre a influéncia de vérios fatores, como o ataque de patdgenos € o
tratamento com indutores de resisténcia. Por isso, muitos autores relatam que a
enzima pode servir como um marcador para inducéo de resisténcia em plantas a
doencas (MANDAL; MALLICK; MITRA, 2009).

O teor de lignina solGvel total foi significativamente maior em plantas
tratadas com FP em relacdo a Testemunha (Figura 3D). A lignina é um
importante componente da resisténcia de plantas. Plantas jovens, devido a baixa
lignificacdo nos tecidos, sdo mais suscetiveis a infeccdo por C. lindemuthianum
que plantas adultas (HALL, 1991). Dessa forma, no presente estudo, plantas
tratadas com FP estavam mais lignificadas, o que resultou em redugdo da
severidade da antracnose. A biossintese da lignina envolve uma série de
enzimas, dentre elas a fenilalanina aménia-liase, que catalisa a conversdo da
fenilalanina em acido transcindmico, resultando em compostos fendlicos e
lignina, que conferem maior resisténcia & parede celular das plantas aos
patogenos (NAKAZAWA; NOZUE; YASUDA, 2001).
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Figura6 - Atividade das enzimas superdxido dismutase (A), catalase (B),
fenilalanina amonia-liase (C) em amostras de feijoeiro cultivar
Pérola coletadas 0, 24, 48, 96 e 168 horas apds a inoculagdo com
Colletotrichum lindemuthianum (CI).
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Legenda: Lignina soltvel (D) foi avaliada apenas 168 horas ap6s a inoculagdo. Colunas
com mesma letra em cada tempo apés a inoculagdo foram agrupadas pelo teste Scott-
Knott (p<0,05). FP - fosfito de potassio.

Apos o tratamento das sementes com FP foi verificado que houve
incremento da atividade de compostos relacionados a defesa do feijoeiro na
presenca e na auséncia do fungo C. lindemuthianum. Em trabalhos com
aplicacdo de fosfito na parte aérea foi, também, verificado que fosfito é capaz de
induzir resisténcia em plantas sadias e doentes (DALIO et al., 2012;
ESHRAGHI et al., 2011; SILVA et al., 2015). Silva et al. (2015) verificaram
que fosfito de potéssio, em aplicacdo foliar, reduziu em 60,4% a severidade da
antracnose do feijoeiro em casa de vegetacdo e promoveu aumento da atividade
de compostos relacionados a defesa em feijoeiro, como as enzimas fenilalanina
amonia-liase e peroxidase. O incremento na atividade ocorreu em plantas

inoculadas e ndo inoculadas com C. lindemuthianum.
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No ensaio para verificar a acdo de fosfito na nodulacdo, na massa de
nodulos secos, na massa da parte aérea seca e no teor e acimulo de N, ndo houve
diferenca  entre  os  tratamentos  Inoculante, = FP+Inoculante e
Fungicida+Inoculante para o nimero de nodulos (Tabela 1). Os tratamentos sem
aplicacdo de inoculante apresentaram baixa nodulacdo. Para massa de nédulos
secos, 0s tratamentos com FP+Inoculante e Fungicida+linoculante foram
superiores ao Inoculante, apresentando maior massa. Segundo Alcéntara Neto et
al. (2014), normalmente a aplicacdo de fungicidas tem sido realizada antes da
inoculacdo para reduzir os efeitos toxicos sobre as bactérias fixadoras de
nitrogénio. Entretanto, ainda ocorrem incompatibilidades dos microrganismos
simbiontes com alguns fungicidas (ARAUJO; ARAUJO, 2006). Segundo
Barbosa e Gonzaga (2012), a maioria das combinacgdes de fungicidas indicados
para o tratamento de sementes reduz a nodulacdo e a fixagdo bioldgica de
nitrogénio. No presente trabalho, o tratamento das sementes de feijdo com o
Fungicida ndo prejudicou a formagdo dos nodulos. FP, também, se mostrou
compativel com R. tropici, ndo interferindo na nodulacdo e ainda,
proporcionando aumento da massa de nédulos secos.

O processo de nodulagdo é controlado, em grande parte, pela troca de
sinais entre a bactéria simbionte e a planta hospedeira. Nos estadios iniciais de
formacdo dos nddulos radiculares, a espécie hospedeira libera sinais na sua
rizosfera, identificados principalmente como compostos fendlicos (flavonoides)
e betainas, que sdo percebidos pela bactéria, desencadeando a expressao
coordenada de uma série de genes da nodulacdo (KRISHNAN; KUO;
PUEPPKE, 1995; MERCANTE; GOI; FRANCO, 2002). O tratamento das
sementes com FP induziu, nos estadios iniciais do feijoeiro, maior atividade da
fenilalanina amonia-liase, enzima da rota dos fenilpropanoides e que leva a

formacdo de compostos fendlicos. Estudos futuros mais detalhados poderdo
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esclarecer a possivel influéncia dessa rota induzida por FP no nimero e na
massa de nodulos.

A massa da parte aérea seca e 0 acimulo de nitrogénio na parte aérea
ndo diferiram entre os tratamentos Inoculante, Testemunha com N,
FP+Inoculante e Fungicida+Inoculante (Tabela 1), indicando que o tratamento
de sementes com FP ndo foi prejudicial ao desenvolvimento da parte aérea e a
fixacdo de nitrogénio em plantas de feijdo. Todos os tratamentos apresentaram
eficiéncia no acimulo de N e no crescimento da parte aérea em relacdo a

Testemunha sem N.

Tabela 3 - NUmero de nddulos (NN), massa de nddulos secos (MNS) e da parte
aerea seca (MPAS), teor de nitrogénio na parte aérea (TNPA) e
acumulo de nitrogénio na parte aérea (ANPA) de plantas de feijdo
apos o tratamento de sementes com fosfito de potassio (FP) e
Fungicida (carboxanilida + dimetilditiocarbamato), em casa de

vegetacao.
Tratamento NN MNS MPAS TNPA ANPA
Inoculante 86,0a 195,3b 3,0a 3,0a 89,6a
Testemunha sem N 5,9b 21,6d 0,9b 3,2a 28.,8b
Testemunha com N 23,0b 89,0c 3,3a 2.9a 97,7a
FP+Inoculante 94,8a 253,7a 3,2a 3,1a 99,7a
Fungicida+Inoculante 79,1a 228,0a 2,8a 3,3a 92,8a

Valores com mesma letra na coluna foram agrupados pelo teste Scott-Knott (p<0,05).
NN - nimero de nédulos planta™®; MNS - mg planta™; MPAS - g planta™; TNPA - (%);
ANPA - mg planta™.

Espindola (2015) verificou que uma formulacdo de fosfito de manganés
também ndo apresentou toxicidade a simbiose entre a planta e bactérias

formadoras dos nédulos na cultura da soja. Segundo o autor, o desenvolvimento
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de novos produtos para serem empregados no tratamento de sementes deve
objetivar além de seu efeito principal, obter caracteristicas secundarias que no
minimo n&o prejudiquem a viabilidade de outras modalidades de tratamento de
sementes. Araljo e Aradjo (2006) sugerem a necessidade de encontrar técnicas
de utilizacdo de produtos no tratamento de sementes sem comprometer a
sobrevivéncia da bactéria e, consequentemente, a nodulacgéo.

Estudos relacionados a inducdo de resisténcia em plantas por fosfito tém
aumentado nos ultimos anos. Esses estudos correlacionam o estimulo de
respostas de defesa ap6s o tratamento com fosfito na parte aérea de plantas,
aumentando a expressdo de genes, formacao de estruturas, ativagdo de proteinas
relacionadas a patogénese e compostos relacionados a defesa (fitoalexinas)
(CASTANHO et al., 2014; DALIO et al., 2012; DANIEL; GUEST, 2006). O
presente estudo é o primeiro relato de inducdo de resisténcia em feijoeiro por
fosfito ap6s o tratamento de sementes. Além disso, fosfito de potéassio
proporcionou o controle de R. solani e de C. lindemuthianum e foi compativel
com as bactérias fixadoras de nitrogénio do género Rhizobium. Dessa forma, a
aplicacdo de fosfito de potdssio na semente constitui-se em uma técnica
promissora para integrar os métodos de manejo de doencas na cultura do

feijoeiro.
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4 CONCLUSOES

1. O tratamento de sementes com fosfito de potassio promove o controle

do fungo Rhizoctonia solani inoculado em sementes de feijoeiro.

2. Fosfito de potéssio aplicado na semente promove 0 incremento de
compostos de defesa em feijoeiro nos estadios iniciais de desenvolvimento, com

consequente reducdo da severidade da antracnose.

3. Fosfito de potéssio aplicado na semente é compativel com a bactéria

fixadora de nitrogénio, Rhizobium tropici.
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