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Resumo

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito direto do Phytogard®, produto & base de fosfito de
potéssio, sobre o desenvolvimento de Phytophthora nicotianae e verificar possiveis
mecanismos de acdo desse produto sobre o patégeno. O micélio do patdgeno foi exposto a
concentracdes crescentes de Phytogard® sendo avaliado o crescimento micelial, producdo de
massa fresca de micélio e producdo de zodsporos. Quanto aos possiveis mecanismos de acdo
do Phytogard® sobre P. nicotianae, avaliou-se a morfologia das hifas, perda de eletrolitos,
peroxidacdo de lipidios, sintese de proteinas e atividade da enzima B-1,3-glucanase. O micélio
do patogeno foi inibido a medida que se aumentou a concentracdo de fosfito. A producéo de
zoosporos foi reduzida a partir da menor concentragdo de Phytogard® utilizada. Houve
mudancas morfoldgicas nas hifas do patdgeno e a perda de eletrélitos foi crescente a medida
gue se aumentou a concentracdo do produto e ao longo do tempo. N&o houve diferenga entre
os tratamentos nas analises de peroxidacédo de lipidios e proteinas totais. Houve decréscimo na
atividade da enzima p-1,3-glucanase a medida que as concentragdes de Phytogard®
aumentaram. Conclui-se que o Phytogard® inibe o crescimento micelial, a producio de massa
fresca de micélio e de zoosporos de P. nicotianae. Além disso, 0 produto diminui a espessura
das hifas e aumenta o nimero de ramificacdes atrofiadas, além de prejudicar a permeabilidade
da membrana plasmatica e a sintese de parede celular do patogeno.

Palavras-chave: Membrana plasmatica; Parede celular; Controle alternativo.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the direct effect of Phytogard®, a product based on
potassium phosphite, on the development of Phytophthora nicotianae and to verify possible
mode of action of this product on the pathogen. The pathogen's mycelium was exposed to
increasing concentrations of Phytogard® and mycelial growth, production of fresh mycelium
and zoospores production were evaluated. Regarding the possible mode of action of
Phytogard® on P. nicotianae, the hypha morphology, electrolyte leakage, lipid peroxidation,
protein synthesis and B-1,3-glucanase activity were evaluated. The pathogen mycelium was
inhibited as the phosphite concentration was increased. The production of zoospores was
reduced from the lowest concentration of Phytogard® used. There were morphological
changes in the pathogen's hyphae and the electrolyte leakage increased as the concentration of
the product increased and over time. There was no difference between treatments in the
analysis of lipid peroxidation and total protein. There was a decrease in the activity of the

enzyme B-1,3-glucanase as the concentrations of Phytogard® increased. It is concluded that
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Phytogard® inhibited mycelial growth, production of fresh mycelium and zoospores
production of P. nicotianae. Furthermore, the product decreases the thickness of hyphae and
increases the number of atrophied ramifications, in addition to harming plasma membrane
permeability and cell wall synthesis of the pathogen.

Keywords: Plasma membrane; Cell wall; Alternative control.

Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de Phytogard®, un producto a base de fosfito
de potasio, sobre el desarrollo de Phytophthora nicotianae y verificar los posibles
mecanismos de accion de este producto sobre el patdégeno. EI micelio del patdégeno fue
expuesto a concentraciones crecientes de Phytogard® y se evalud el crecimiento del micelio,
la produccién de la masa fresca del micelio y la produccion de zoosporas. En cuanto a los
posibles mecanismos de accion de Phytogard® sobre P. nicotianae, se evaluaron la
morfologia de las hifas, la pérdida de electrolitos, la peroxidacion de lipidos, la sintesis de
proteinas y la actividad de la B-1,3-glucanasa. El micelio del patdgeno se inhibi6 al aumentar
la concentracién de fosfito. La produccion de zoosporas se redujo a partir de la menor
concentracion de Phytogard® utilizada. Se produjeron cambios morfoldgicos en las hifas del
patégeno y la pérdida de electrolitos se incrementé a medida que la concentracion del
producto aumentaba y con el tiempo. No hubo diferencia entre tratamientos en los analisis de
peroxidacion de lipidos y proteinas totales. Hubo una disminucion en la actividad de la
enzima [-1,3-glucanasa a medida que aumentaron las concentraciones de Phytogard®. Se
concluye que Phytogard® inhibe el crecimiento del micelio, la produccién de la masa fresca
del micelio y zoosporas de P. nicotianae. Ademas, el producto disminuye el grosor de las
hifas y aumenta las ramificaciones atrofiadas, ademas de perjudicar la permeabilidad de la
membrana plasmatica y la sintesis de la pared celular del patdgeno.

Palabras clave: Membrana plasmatica; Pared celular; Control alternativo.

1. Introducéo

Introduzida no Brasil logo no inicio da colonizagdo, a laranja encontrou no pais
melhores condi¢Ges para vegetar e produzir do que nas proprias regides de origem (sul
asiatico), expandindo-se por todo o territério nacional (Neves et al., 2010). Na safra de 2019-
2020, a produgdo nacional de laranjas atingiu cerca de 18,3 milhGes de toneladas, sendo o

estado de Sdo Paulo o maior produtor, seguido por Minas Gerais e Bahia (IBGE, 2020).
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Entretanto, a citricultura brasileira, particularmente a paulista, enfrenta problemas que
envolvem ordem politica, econdmica e fitossanitaria. Dentre a ocorréncia de doengas, a
gomose causada por diferentes espécies de oomicetos do género Phytophthora, é considerada
uma das mais importantes (Graham & Timmer, 1994).

Ainda é um desafio para os fitopatologistas proteger as plantas contra patégenos,
principalmente espécies de Phytophthora (Dalio et al., 2014). Devido ao fato de Phytophthora
spp. produzirem estruturas de resisténcia, a eliminagdo desses patdgenos do solo é
praticamente impossivel ap6s sua introducdo na area. Desse modo, a exclusdo é o principal
método de controle de doencas provocadas por espécies desse género (Feichtenberger et al.,
2005).

Os fosfitos sdo compostos produzidos a base de fosforo (P), e apesar de serem
absorvidos pelas folhas e raizes, os fosfitos ndo sdo oxidados ou metabolizados pelas plantas
(Niere, Griffith & Grant 1990; Guest & Grant, 1991). Os fosfitos sdo capazes de prejudicar 0
desenvolvimento dos fitopatdgenos e sua fungitoxicidade varia entre as espécies, dependendo
principalmente da exposicdo do patdgeno a estes compostos (Dalio et al., 2012). O Comité de
Acéo a Resisténcia a Fungicidas (FRAC), classifica os produtos derivados do acido fosforoso,
como o fosetyl-aluminio, rotineiramente utilizado no controle de oomicetos, e os fosfitos,
como indutores de defesa da planta hospedeira (FRAC, 2020).

Alguns autores recentemente relataram que o tratamento com fosfito tem levado
algumas espécies de hospedeiro ao estado de priming, que é a potencializacdo de enzimas
ligadas ao sistema de defesa da planta e no aumento de compostos fendlicos e fitoalexinas no
sitio de infeccdo, mostrando significativas reduces da doenca apds a inoculagcdo com o
patogeno (Eshraghi et al., 2011; Dalio et al., 2014). Portanto, € possivel inferir que o fosfito
atue de duas formas sobre o patogeno: induzindo mecanismos de defesa do hospedeiro contra
o fitopatégeno e/ou inibindo diretamente o desenvolvimento do microrganismo (Jackson et
al., 2000; Dalio et al., 2012).

Considerando o baixo risco a saude exibido por produtos que contém residuos de
fosfito (European Comission, 2013) e o efeito deste produto no controle de doencas, seu uso
torna-se uma alternativa ambiental, social e economicamente vantajosa, ja que os fosfitos sdo
produtos de baixo custo. Em vista disso, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito direto de
diferentes concentracdes do produto comercial a base de fosfito de potassio, o Phytogard®,
sobre o desenvolvimento de P. nicotianae e verificar os possiveis mecanismos de acdo desse

produto sobre esse patdgeno.
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2. Metodologia

2.1. Fosfito de potassio

A fonte de fosfito de potéssio utilizada foi o Phytogard®, produzido pela Stoller do
Brasil Ltda. O produto contém 28% de P.Os, obtido a partir de &cido fosforoso e 26% de KO,
com densidade de 1,51 gLt e pH=7.

2.2. Efeito sobre o crescimento micelial

Foram utilizadas placas de poliestireno de 90 mm contendo 20 mL de solucdo de
Phytogard® em meio cenoura-agar nas concentragdes de 0; 2; 4; 6; 8 e 10 mL L, com o
intuito de identificar a concentracdo efetiva de produto capaz de inibir o crescimento do
patdégeno. Como controle, foram utilizadas placas contendo apenas o meio de cultivo.

Foi depositado no centro de cada placa um disco de meio (5 mm) contendo o
patdégeno, obtido de colénias com sete dias de idade de P. nicotianae. As placas foram
incubadas a 25 °C no escuro e a avaliacdo consistiu em duas medicdes perpendiculares ao
diametro da coldnia com o auxilio de paquimetro digital. Com os resultados obtidos, foi
calculada a inibicdo do crescimento micelial do patégeno, expressa em porcentagem.

A partir destes dados, foi estudada uma regressdo linear para determinacdo da ECsp, a
qual representa a concentragdo efetiva de Phytogard® capaz de inibir em 50% o crescimento

micelial do patdgeno (Russell, 2002).

2.3. Preparo das amostras para observacado em Microscopio Eletrénico de Varredura

Foram retirados fragmentos (5x5 mm) do meio de cultivo dos bordos das col6nias
contendo o patdgeno para 0 processamento de todos os tratamentos mencionados no ensaio
anterior. Os fragmentos foram submersos em solucdo contendo glutaraldeido 2,5%,
paraformaldeido 2,0%, tampé&o fosfato 0,05M, pH 7, por 12h. Posteriormente, os fragmentos
foram imersos em tampdo cacodilato 0,05M por 10 min e imersos novamente em tampao
cacodilato 0,1M mais solugdo de tetroxido de ésmio por 1h . A desidratagdo das amostras foi
realizada em solucGes de concentracdes crescentes de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%). As

amostras foram levadas para secagem em ponto critico e em seguida montadas em stubs,
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metalizados com ouro e observadas em microscopio eletrébnico de varredura quanto a

morfologia das hifas.

2.4. Efeito sobre a producéo de massa fresca de micélio

A partir dos resultados obtidos no ensaio de crescimento micelial, no qual foi
determinada a concentracéo inibitoria ECso de Phytogard®, (concentragdo que controla 50%
da populacdo do patégeno), novas concentracdes do produto foram definidas para os demais
ensaios.

Para avaliacdo da producdo de massa fresca de micélio, foram transferidos cinco
discos (5mm) de micélio de P. nicotianae, obtido de col6nias com sete dias de idade, para
erlenmeyers contendo 100 mL de solugdo de Phytogard® em meio liquido cenoura nas
concentragdes de 0; 0,5; 2e 5 mL L™

O material foi mantido a temperatura de 28° C sob agitacdo constante a 80 rpm por 6
dias. Ao final do experimento, o micélio do patdgeno foi separado do meio liquido por meio
de filtracdo com bomba a vacuo e papel filtro Whatman® 40 e as massas (g) mensuradas com
auxilio de balanca analitica.

2.5. Efeito sobre a producao de zodsporos

Em placas de poliestireno de 90 mm foram depositados 10 discos (5 mm) de micélio
de P. nicotianae, obtido de coldnias com sete dias de idade, juntamente com 20 mL de meio
liquido cenoura autoclavado contendo Phytogard® nas concentragdes finais de 0; 0,5; 2 € 5
mL L?, onde permaneceram por 72h em camara tipo BOD a 25° C e luz continua.
Posteriormente, o meio liquido foi retirado das placas com auxilio de pipeta Pasteur
descartavel e substituido por 10 mL de agua destilada estéril contendo as mesmas
concentragBes de Phytogard®. Os discos de micélio permaneceram na solucdo de agua e
Phytogard® por 48h para estimular a producdo de esporangios e zodsporos. Em seguida, a
suspensdo contendo agua, esporangios e zoosporos foi coletada das placas e procedeu-se a
observacdo da formacgédo de esporangios e contagem do nimero de zoosporos com auxilio de
camara de Neubauer. Foram considerados mortos 0s zodsporos que ndo se moviam durante o

periodo da avaliacéo.
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2.6. Perda de eletrolitos

O efeito do Phytogard® sobre a permeabilidade de membrana das células do patégeno
foi determinado por meio do extravasamento de eletrdlitos, conforme metodologia adaptada
de Tarhanen et al. (1999). O micélio do patdgeno foi obtido em meio liquido conforme
mencionado no item 2.4. Posteriormente, o micélio foi pesado e transferido para copos
plasticos (110 mL) contendo 20 mL de solucdo de sacarose 0,2 M. Decorrido 60 min, as
solugdes foram transferidas para tubos de ensaio e realizada a leitura da condutividade elétrica
das solugcbes com auxilio de condutivimetro de bancada, com o objetivo de detectar a perda de
eletrolitos por parte do micélio.

Para avaliacdo da perda de eletrélitos ao longo do tempo, apds a obtencdo do micélio
sem adicdo do Phytogard®, o micélio foi filtrado e transferido para copos plasticos (100 mL),
contendo 25 mL de solugéo de sacarose 0,2 M. Os tratamentos utilizados foram: 1) tratamento

sem fosfito de potéssio: o micélio do patdgeno foi transferido para solugdo de sacarose 0,2 M;
2) tratamentos com fosfito de potéssio: o micélio do patdgeno foi transferido para solucéo de

sacarose acrescida de Phytogard® na concentracdo de 2 mL L™ (concentracdo inibitoria ECso
obtida no ensaio de crescimento micelial). Decorridos 0, 5, 10, 20, 30 e 60 minutos, as
solucBes foram transferidas para tubos de ensaio e realizada a leitura da condutividade elétrica
das solucdes com auxilio de condutivimetro, com o objetivo de detectar a perda de eletrolitos
por parte do micélio no decorrer do tempo.

2.7. Peroxidacao de lipidios

Para a avaliacdo de possiveis alteracbes nos lipidios constituintes da membrana
plasmatica das células do patdgeno, o micélio proveniente do ensaio de producdo de massa
fresca foi macerado em nitrogénio liquido, com auxilio de cadinho e pistilo e, a avaliacdo da
peroxidacao lipidica foi realizada conforme o método proposto por Cakmak & Packer (1968)
e Cakmak & Host (1991). Foi quantificada a concentracdo de malonaldeido, que corresponde
ao principal produto da reacdo entre o acido tiobarbiturico e os acidos graxos poli-insaturados

oxidados, o que permite inferir indiretamente sobre a integridade da membrana plasmatica.

2.8. Sintese de proteinas

A extracdo das proteinas solUveis foi efetuada a partir da maceracdo do micélio na

presenca de nitrogénio liquido, com auxilio de cadinho e pistilo, seguido pela adicdo de
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tampdo fosfato de potéssio 100 mM (pH 7,5) contendo 1 mM de EDTA, na proporcdo de
3 mL de tamp&o para cada 1g de micélio fresco. O material foi centrifugado a 4 °C durante
45 min a 15000 g, sendo o sobrenadante considerado o extrato proteico que foi armazenado a
-20° C para verificagdo da atividade da B-1,3-glucanase.

Utilizou-se o reagente Protein Assay (BioRAD®), para a determinacdo de proteinas
totais, de acordo com o método de Bradford (1976). A curva padrdo foi determinada
utilizando-se albumina de soro bovino (ASB).

2.9. Atividade da p-1,3-glucanase

Utilizou-se o é&cido 3,5-dinitrosalicilico (ADNS) (Miller, 1959) para quantificacdo de
acucares redutores. A reacdo foi preparada com 150 pL de laminarina (4 mg mL™) dissolvida
em tampao acetato de sodio 100 mM (pH 5,0) e 100 uL do extrato proteico. Ao branco da
reacdo foi adicionado apenas laminarina e, ainda, para cada amostra avaliada, também foi
preparada uma reagdo controle composta de laminarina, extrato da amostra e reagente ADNS
(Abeles e Foence 1970). As amostras foram constituidas do extrato proteico obtido conforme
item anterior (2.8).

A atividade enzimatica foi expressa em mg de glicose liberada h™* mg proteina® com

base em curva padréo de glicose. O experimento foi realizado duas vezes.

3. Resultados e Discussao

A investigacdo dos mecanismos de a¢do dos fosfitos pode oferecer aos fitopatologistas
uma ferramenta para se estudar as interacGes planta-patdgeno e com isso lancar méo de
métodos de controle (Guest & Grant, 1991). Ensaios in vitro ttm demonstrado que os fosfitos
causam alteracdes no crescimento e reproducdo de fitopatdgenos e a fungitoxicidade pode
variar de acordo com a espécie do patdgeno e da exposicdo do microrganismo a estes
compostos (Dalio et al., 2012). E possivel verificar nos resultados desse trabalho que ha acio
direta do Phytogard® no crescimento micelial e produgdo de zo6sporos por P. nicotianae.

Foi possivel observar expressiva redugdo do crescimento micelial de P. nicotianae em
concentragdes crescentes de fosfito de potéssio (Figura 1A). O patdgeno teve seu crescimento
inibido em 50% (ECso) na concentragdo de Phytogard® 1,9 mL L. De acordo com Pilbeam et

al. (2011), para espécies de Phytophthora, os valores de ECso referentes a inibicdo de

crescimento micelial podem variar de 1,3 a 244 pg mL™ de fosfito.
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Figura 1. Efeito de diferentes concentracdes de Phytogard® (fosfito de potassio: P.Os = 28%;
K20 = 26%) sobre o crescimento micelial de Phytophthora nicotianae em meio cenoura
solido (A) e producdo de massa fresca de micélio em meio cenoura liquido (B). Colunas
seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As
barras indicam o erro padrdo da média (n=>5).
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Fonte: Dados originais da pesquisa.

Do mesmo modo, 0 patdgeno teve os valores de massa fresca de micélio reduzida a
medida que se aumentou a concentracio de Phytogard®, sendo que os valores de todas as
concentrages avaliadas diferiram estatisticamente do controle (0 mL L) (Figura 1B). P.
nicotianae teve sua producdo de massa fresca cerca de 3,5 vezes menor do que na
concentragdo 5 mL L de Phytogard® quando comparado a concentracio O mL L™
Resultados semelhantes foram relatados por King et al. (2010), onde o tratamento in vitro de
P. cinnamomi com fosfito resultou na inibicéo de 68,6% do crescimento micelial do patégeno.

O fosfito também inibe a reproducdo de Phytophthora (Pilbeam et al., 2011; Dalio et
al., 2014; Coffey & Joseph, 1985). Essa afirmacdo pdde ser comprovada nesse trabalho pois o
Phytogard® também inibiu a producdo de zodsporos por P. nicotianae em todas as
concentrages avaliadas quando comparadas ao controle (0 mL L™). Nos tratamentos com

Phytogard®, os zodsporos encontrados estavam mortos (Figura 2).
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Figura 2. Influéncia de diferentes concentracdes de Phytogard® (fosfito de potéssio: P.Os =
28%; K>O = 26%) sobre a producdo de zodsporos por Phytophthora nicotianae. Colunas
seguidas de mesma letra minascula ndo diferem entre si quanto ao nimero de zoGsporos Vivos
e seguidas de mesma letra mailscula ndo diferem entre si quanto ao nimero de zoGsporos
mortos, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As barras indicam o erro padrdo da média
(n=5).
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Fonte: Dados originais da pesquisa.

Segundo Guest e Grant (1991), a inibicdo do crescimento e da esporulacdo dos
patogenos aos fosfitos se deve ao efeito fungistatico devido a acdo direta desse composto.
Estudando o efeito de diferentes sais sobre o crescimento micelial, esporulacdo e germinacéo
de esporos de diferentes patdgenos, Mills, Platt e Hurta (2004) verificaram que o acido
fosfonico reduziu drasticamente o crescimento micelial de Phytophthora erythroseptica e
Phytophthora infestans, e a esporulacdo e a germinacao de P. infestans, chegando a concluséo
gue existem varios outros sais que possuem efeito fungistatico, os quais podem ser utilizados
para implementacdo de um manejo integrado e sustentavel de doencas de plantas.

Foi possivel observar modificagfes nas hifas de P. nicotianae (Figuras 3 B, C e D)
quando o patégeno foi cultivado em concentragBes crescentes de Phytogard®. Houve
alteracbes na morfologia das hifas sendo essas mais finas e com maiores nimeros de
ramificagdes, as quais sdo menores e atrofiadas, quando comparadas ao micélio do patdgeno

cultivado sem o fosfito de potassio (Figura 3A).
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Figura 3. Micrografia eletronica de varredura. Micélio de Phytophthora nicotianae cultivado
em meio cenoura-agar nas concentragdes de 0 mL L (A), 0,5 mL Lt (B), 2mL L1 (C) e
5 mL L? (D) de Phytogard® (fosfito de potassio: P,0s = 28%; K.O = 26%) apds cinco dias.
Setas indicam diferencas na morfologia das hifas do micélio tratado ou ndao com fosfito.
Barras = 21,37 um (A); 18,75 um (B); 16,65 um (C) e 37,5 um (D).

Fonte: Dados originais da pesquisa.

Além da inibicdo do crescimento micelial, King et al. (2010) observaram efeito
adverso na morfologia da hifa do oomiceto relatando distor¢bes e lise das paredes e a
producdo de ramificacOes atrofiadas dessas hifas quando comparadas ao micélio crescido em
meio sem fosfito. Foram observadas mudancas morfologicas severas no micélio de
Phytophthora cactorum e Phytophthora capsici em fungdo do tratamento com o fungicida
Fosetyl-Al. O micélio dos patdgenos crescidos em meio de cultivo contendo o fungicida
apresentou-se atrofiado e desorganizado, as hifas se mostraram mais grossas e com
ramificagdes anormais quando comparadas ao micélio dos patdgenos ndo tratados com o
fungicida (Dercks & Buchenauer, 1987). O crescimento hifal esté relacionado & producao de
enzimas de sintese e degradacdo dos componentes da parede celular de oomicetos, como por

exemplo, as B-1,3-glucana sintase e -1,3-glucanase (Alexopoulos, Mims & Blackwell, 1996).

11




Research, Society and Development, v. 9, n. 10, €5369108822, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i10.8822

Dessa forma, modificacdes morfolégicas nas hifas do patdgeno podem estar relacionadas a
possiveis alteracGes na atividade dessas enzimas responsaveis pela sintese e degradacdo de
constituintes da parede celular.

Houve diferenca significativa entre os tratamentos frente a perda de eletrolitos por
parte do micélio de P. nicotianae quando cultivado em meio acrescido de fosfito de potassio
em relagdo ao controle (0 mL L) (Figura 4A). Observou-se, neste ensaio, que a
condutividade elétrica média foi de 12, 28, 33 e 79 uS cm™ g micélio fresco?, a qual foi

obtida junto ao micélio do patdgeno cultivado nas concentragdes de 0; 0,5; 2 e 5 mL L de

Phytogard®, respectivamente.

Figura 4. Efeito de diferentes concentracdes de Phytogard® (fosfito de potassio: P,Os = 28%;
K20 = 26%) sobre a perda de eletrdlitos por parte do micélio de Phytophthora nicotianae
cultivado em meio cenoura liquido apds 6 dias de incubacdo e posteriormente imerso por 60
minutos na soluc&o de sacarose (A). Efeito da concentragio de 2 mL L*de Phytogard® sobre a
perda de eletrélitos ao longo do tempo por parte do micélio de P. nicotianae cultivado em
meio cenoura liquido apds seis dias de incubacdo (B). Os dados sd0 expressos em micro-
Siemens cm™ g micélio fresco? (mS cm™ g micélio fresco?) em funcdo das diferencas na
condutividade. Colunas seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a

5% de probabilidade. As barras indicam o erro padrdo da média (n=5).
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Fonte: Dados originais da pesquisa.

Foi avaliada também a perda de eletrolitos ao longo do tempo por parte do micélio do
patdgeno na presenca de solucdo de sacarose contendo Phytogard® na concentragdo de
2 mL.L? (Figura 4B). Houve diferenca estatistica entre os tratamentos para os valores de
condutividade do micélio de P. nicotianae aos 60 minutos. Os valores de condutividade foram

aumentando ao longo do tempo, sendo que, o micélio exposto ao fosfito de potassio
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apresentou valores superiores ao controle. Ndo houve variacdo na condutividade a partir dos
20 e 30 minutos (Figura 4B). Dercks e Buchenauer (1987) observaram que o micélio de
diferentes espécies de Phytophthora quando exposto ao fungicida a base de fosfito, Fosetyl-
Al, aumentou o efluxo de ions a medida que se aumentou a dose e o tempo de exposi¢do ao
fungicida. Em P. megasperma, houve extravasamento exponencial de ions durante 3 a 6 horas
de exposicdo do micélio ao fosfito a 200ppm. Em P. infestans, o tratamento com 100 e
200ppm de fosfito resultou num aumento exponencial do efluxo de ions durante 3 a 6 horas
de exposicao ao produto, sendo mais expressivo na maior concentracdo. Melo (2017) também
constatou alteracbes na permeabilidade da membrana plasmatica do micélio de
Colletotrichum gloeosporioides exposto a diferentes concentraces do produto a base de
fosfito de potassio Phytogard®. Quanto maior a concentragdo do produto utilizada e maior o
tempo de exposi¢cdo ao produto, maior foi a perda de eletrélitos pelo micélio do patégeno.

A peroxidacdo de lipidios foi determinada com o objetivo de avaliar o efeito do fosfito
sobre os lipidios constituintes da membrana plasmatica de P. nicotianae. Nao foram
observadas diferencas significativas nas concentracGes de malonaldeido no micélio do

patdgeno nas concentracdes de Phytogard® utilizadas (Figura 5).

Figura 5. Efeito de diferentes concentracdes de Phytogard® (fosfito de potassio: P2Os = 28%;
K20 = 26%) sobre a peroxidacdo de lipidios em micélio de Phytophthora nicotianae
cultivado em meio cenoura liquido ap6s seis dias de incubacdo. Colunas seguidas da mesma
letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As barras indicam o

erro padrdo da média (n=5).
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Fonte: Dados originais da pesquisa.

13




Research, Society and Development, v. 9, n. 10, €5369108822, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i10.8822

Apesar de ndo ter ocorrido alteragdo na estrutura lipidica da membrana plasmaética do
patdgeno, a elevada perda de eletrélitos indica uma alteracdo funcional desta estrutura.
Segundo Ferreira et al. (2007), os fosfitos podem atuar por meio dos poros da membrana
celular do patogeno, causando alteragBes no potencial de membrana e o efluxo do contetido
celular. Além disso, a atuagdo do fosfito pode ocorrer em outros constituintes da membrana
lipoproteica de oomicetos, como por exemplo, polifosfatos e triaglicerdis. Niere, Griffith e
Grant (1990) mostraram que fosfonatos reduziram o comprimento de polifosfatos e a
quantidade de triaglicerdis presentes em P. palmivora, mas nao observou efeito na quantidade
de fosfolipidios presentes. Existem relatos a respeito da auséncia do efeito de fosfonados
sobre o metabolismo de fosfolipidios em oomicetos em varios trabalhos na literatura
(Creamer & Bostock, 1986).

N&o foram verificadas diferencas significativas nas concentracdes de proteinas totais
no micélio do patdgeno em resposta as diferentes concentracdes de fosfito de potassio (Figura
6A). Entretanto, a sintese de proteinas do micélio cultivado em concentragdo 5 mL L de

Phytogard® foi maior quando comparado ao controle.

Figura 6. Efeito de diferentes concentracdes de Phytogard® (fosfito de potassio: P2Os = 28%;
K20 = 26%) sobre a sintese de proteinas (A) e atividade de p-1,3-glucanase (B) no micélio de
Phytophthora nicotianae cultivado em meio cenoura liquido ap6s seis dias de incubacéo.
Colunas seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade. As barras indicam o erro padrdo da media (n=5).
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Fonte: Dados originais da pesquisa.

14




Research, Society and Development, v. 9, n. 10, €5369108822, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i10.8822

Embora ndo haja diferenga significativa nas concentracGes de proteinas totais, as
maiores concentracdes de fosfito de potassio provocaram mudangas morfoldgicas nas hifas do
patdgeno, o que poderia gerar aumento na sintese de proteinas em resposta ao dano celular.
Entretanto, é possivel que o método de deteccdo do teor de proteinas totais utilizado nesse
trabalho ndo tenha sido eficiente para quantificar a producdo de proteinas especificas
relacionadas ao crescimento desse oomiceto. King e colaboradores (2010) verificaram que a
toxicidade do fosfito as células de Phytophthora resultou em diferencas no crescimento e
morfologia das hifas, e essas mudancas foram atribuidas as alteracfes na transcricao de varios
genes putativos, como os que codificam proteinas envolvidas na biossintese dos componentes
da parede celular, sintese de aminoécidos, metabolismo de proteinas, formacdo e trafico de
vesiculas, metabolismo energético, desintoxicacdo e estresse oxidativo.

Observa-se na Figura 6B, decréscimo na atividade de -1,3-glucanase a medida que as
concentragdes de Phytogard® aumentaram, com excecdo para a concentragio de 0,5 mL L.
Para P. nicotiane, a concentracdo de 5 mL L™ de fosfito de potassio interferiu negativamente
na atividade da [-1,3-glucanase que apresentou valores estatisticamente menores quando
comparados a concentragdo de 0 mL L.

Uma das principais caracteristicas dos oomicetos é a presenca de parede celular
constituida por glucanas (B-1,3 e p-1,6 glucanas) e celulose e ndo por quitina, polimero de N-
acetil glucosamina encontrada na parede celular de fungos verdadeiros (Alexopoulos, Mims
& Blackwell, 1996). Em funcéo dessa caracteristica, umas das etapas para se estudar possiveis
mecanismos de acdo do Phytogard® procurou descobrir se hé interferéncia desse produto na
degradacdo das B-1,3-glucanas. Houve reducdo da atividade da enzima pB-1,3-glucanase a
medida que se aumentou as concentracdes de fosfito de potassio no meio de cultivo para o
crescimento de P. nicotianae. Em funcéo desses resultados, podemos inferir que quanto maior
a concentracao de fosfito, provavelmente menor é a producdo de B-1,3-glucanas produzidas
producdo desse componente de parede. Por consequéncia, essa inibicdo afeta a estrutura da
parede celular, em concordancia com as alteracGes observadas na morfologia da hifa do
micélio de P. nicotianae exposto ao fosfito (reducdo de espessura e ramificacOes atrofiadas).
Resultados semelhantes foram relatados por Roma (2013) que estudou possiveis mecanismos
de agdo do Phytogard® sobre Rhizopus stolonifer. Quanto maior a dose do produto, menor era
a atividade da pB-1,3-glucanase. Melo (2017) também obteve resultado semelhante, com
redugdo da atividade da enzima [B-1,3-glucanase pelo micélio de C. gloeosporioides, a partir

da utilizagdo do Phytogard®.
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Embora ndo seja um fungo verdadeiro, o P. nicotianae também possui -1,3-glucanas
como componente da parede celular de suas hifas. Dessa forma, em decorréncia das alterac6es
geradas por agentes perturbadores da parede celular, h4 a inducdo da producdo de enzimas
relacionadas a sintese de parede, de forma a compensar o dano ocorrido na busca da
manutencédo da integridade da mesma (Adams, 2004; Lenardon, Munro & Gow, 2010). Isto
ocorre em microrganismos que tratados com um ingrediente ativo da classe das
equinocandinas, o qual é utilizado com antifingico para tratamento em humanos (Lenardon,
Munro & Gow, 2010).

A reducdo do crescimento micelial, as alteracdes morfolégicas observadas nas hifas, a
maior perda de eletrolitos e o efeito negativo na sintese de parede proporcionado pelo fosfito
sobre o patdgeno P. nicotianae cultivado na presenca do produto, podem ser correlacionados
a atuacdo do fosfito em alvos como a membrana e a parede celular. Entretanto, este estudo se
limitou a investigar a agdo do Phytogard® sobre o desenvolvimento in vitro de P. nicotianae
em nivel bioquimico. Portanto, outros ensaios devem ser conduzidos para maior compreensao
da atuacdo deste ingrediente ativo (Roma, 2013), tais como, ensaios moleculares, para
investigar de maneira detalhada o metabolismo do patégeno e possiveis alteracdes em nivel
de proteinas, RNA e /ou DNA de P. nicotianae induzidas pelo fosfito. Estudos com
Phytophthora citrophthora demonstraram que uma concentracao capaz de inibir apenas 20%
do crescimento micelial gerou alteracdes na sintese de DNA (Barchietto, Saindrenan &
Bompeix, 1992).

4. Conclusao

Conclui-se que o produto a base de fosfito de potassio, denominado Phytogard®, em
todas as concentragdes testadas, inibe o crescimento micelial, a producdo de massa fresca de
micélio e a producdo de zodsporos de P. nicotianae. Além disso, o produto diminui a
espessura das hifas e aumenta o numero de ramificacbes atrofiadas, além de prejudicar a
permeabilidade da membrana plasmatica do patdgeno. Nas concentracdes de 2 e 5 mL L, o
Phytogard® compromete a sintese de parede celular de P. nicotianae por queda na atividade
da enzima B-1,3-glucanase.

Os resultados desse trabalho poderdo direcionar estudos de aplicacdo do fosfito de
potassio em campo, de maneira a colaborar para 0 uso seguro deste produto no controle da
gomose em citros e ampliar os recursos disponiveis ao produtor para execucdo do manejo

integrado dessa enfermidade.
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