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Resumo

A faia (Fagus sylvatica) € uma das principais espécies das florestas na Europa e um dos
principais entraves no cultivo dessa espécie é a ocorréncia de doenga causada por
Phytophthora plurivora. Trabalhos apontam os fosfitos como boa alternativa para o controle
de doencas causadas por oomicetos, entretanto, os mecanismos de acdo ainda estdo sendo
estudados. O objetivo do trabalho foi avaliar o produto comercial a base de fosfito de
potassio, Phytogard® no controle da doenca causada por P. plurivora em faia, bem como
avaliar os possiveis modos de acdo do produto no patégeno. Foram utilizadas mudas de faia
aspergidas com diferentes concentracdes de Phytogard® e, posteriormente, inoculadas com o
patdégeno. Foram avaliados a incidéncia da doenca, o consumo de &gua e a quantidade de
DNA do patégeno nos tecidos das raizes do hospedeiro. Nos experimentos in vitro, foi
determinado o crescimento micelial, producdo de massa fresca de micelio e de zoGsporos
expostos ao Phytogard®. Avaliou-se também a perda de eletrolitos, peroxidacdo de lipidios e a
atividade da enzima B-1,3-glucanase do micélio. A morfologia das hifas tratadas ou ndo com
o Phytogard® foram observadas em microscopio eletrénico de varredura. O Phytogard®, em
todas as concentracdes aplicadas controla de maneira preventiva a doenca causada por P.
plurivora e também inibe o crescimento micelial e a producdo de zodsporos. Além disso,
modifica a morfologia das hifas, atua na permeabilidade de membrana e na sintese de parede
celular do miceélio do patdgeno.

Palavras-chave: Controle alternativo; Fitopatologia; Espécie florestal.

Abstract

Beech (Fagus sylvatica) is one of the main forest species in Europe and one of the main
problems in the cultivation of these species is the occurrence of disease caused by
Phytophthora plurivora. Studies in the literature shows phosphites as a good alternative for
the control of diseases caused by oomycetes. However, the mode of action is still being
studied. This work aimed to evaluate the commercial product based on potassium phosphite
Phytogard® on the control of disease caused by P. plurivora in beech plants and to understand
the possible mode of action of the product on this pathogen. Beech plants were sprayed with
different concentrations of Phytogard® and then inoculated with the pathogen. We evaluated
the diseases incidence, water uptake and the amount of pathogens DNA in the host roots. In in
vitro experiments, mycelial growth, production of fresh mycelium and zoospores by this
pathogen were determined. We also evaluated the electrolyte leakage, lipid peroxidation and

the B-1,3-glucanase activity in the mycelium. It was also evaluated the hyphae morphology
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from mycelium treated or not with Phytogard® by using scanning electron microscopy. The
results showed that in all concentrations of Phytogard® preventively controls diseases caused
by P. plurivora in beech plants. The Phytogard® inhibited mycelial growth and zoospore
production by P. plurivora. Furthermore, the product modified the hyphae morphology,
changed membrane permeability and mycelium cell wall synthesis in the pathogens.

Keywords: Alternative control; Phytopathology; Forest specie.

Resumen

El haya (Fagus sylvatica) es una de las principales especies forestales de Europa y uno de los
principales obsticulos para su cultivo es la aparicion de enfermedades causadas por
Phytophthora plurivora. Los estudios sefialan a los fosfitos como una buena alternativa para
el control de las enfermedades causadas por los oomicetos, sin embargo, los mecanismos de
accion todavia se estan estudiando. El objetivo del estudio fue evaluar el producto comercial
basado en el fosfito de potasio, Phytogard® en el control de la enfermedad causada por P.
plurivora en la haya, asi como evaluar los posibles modos de accion del producto en el
patégeno. Se utilizaron plantulas de haya rociadas con diferentes concentraciones de
Phytogard® y posteriormente se inoculd el patégeno. Se evalud la incidencia de la
enfermedad, el consumo de agua y la cantidad de ADN del patégeno en los tejidos de la raiz
del huésped. En los experimentos in vitro se determind el crecimiento del micelio, la
produccion de la masa fresca del micelio y las zoosporas expuestas a Phytogard®. También se
evaluaron la pérdida de electrolitos, la peroxidacion de lipidos y la actividad de la enzima
B-1,3-glucanasa en el micelio. La morfologia de las hifas tratadas 0 no con Phytogard® se
observo en un microscopio electrénico de barrido. Phytogard®, en todas las concentraciones
aplicadas, controla la enfermedad causada por P. plurivora de manera preventiva y también
inhibe el crecimiento de los micelios y la produccion de zoosporas. Ademas, modifica la
morfologia de las hifas, actta sobre la permeabilidad de la membrana y la sintesis de la pared
celular del micelio del patégeno.

Palabras clave: Control alternativo; Fitopatologia; Especies forestales.
1. Introdugéo
A faia (Fagus sylvatica) é uma importante espécie arborea e devido a sua alta

tolerdncia a diferentes condicdes climaticas é considerada uma das principais espécies

ocorrendo nas florestas da Europa (Packham et al.,, 2012). Essa espécie vegetal é
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frequentemente usada como arvore ornamental em parques e possui alto valor econémico
devido & produgdo de madeira (Schlink, 2010). No entanto, entre os diferentes fatores
prejudiciais ao desenvolvimento da faia, patdgenos do género Phytophthora estdo associadas
a morte dessas arvores na Europa (Brasier, 2009; Jung et al., 2005; Weiland, Nelson &
Hudler, 2010).

O desenvolvimento de doencas em plantas ocorre devido ao desequilibrio na interagdo
patdgeno, hospedeiro e meio ambiente. Os patdgenos sdo organismos que incitam ou causam
0s processos de doencas no hospedeiro, devido as interferéncias causadas nas funcoes
fisioldgicas internas da planta (Leite et al., 2020). Nesse contexto, o controle de patégenos
veiculados pelo solo, como é o caso de P. plurivora, é uma tarefa dificil, pois o solo é um
ambiente complexo, onde medidas de controle da doenga tém sua eficiéncia bastante
prejudicada ou sua aplicagéo dificultada (Bedendo, 2011).

Muitos trabalhos apontam os fosfitos como uma das alternativas potenciais para o
controle de diversas doencas, principalmente para aquelas causadas por oomicetos. Esses
produtos sdo constituidos de sais inorganicos originados do acido fosforoso (HszPO3), sendo
utilizados como alternativa aos fosfatos na fertilizagdo do solo (Dalio et al., 2012). O fosforo
(P) é um elemento essencial ao funcionamento da célula vegetal, pois € componente de acidos
nucléicos, enzimas, além de mediar importantes processos metabolicos na producdo de
energia. Muitos produtos comerciais possuem o fosfito como fonte de fdsforo, entretanto,
apesar de serem absorvidos pelas folhas e raizes, os fosfitos ndo sdo oxidados ou
metabolizados pelas plantas (Guest & Grant, 1991; Carswell et al., 1996) e por isso sdo
intteis como fonte de P (Carswell et al., 1996; Schroetter et al., 2006). A grande vantagem da
utilizacdo dos fosfitos refere-se a sua capacidade de acdo fungicida na planta sem apresentar
fitotoxidez (Cohen & Coffey, 1986). Os fosfitos e produtos derivados do acido fosforoso séo
classificados pelo Comité de Acdo a Resisténcia a Fungicidas (FRAC) como indutores de
defesa da planta hospedeira (Frac, 2019).

Ainda € um desafio proteger as plantas contra patdgenos, como espécies de
Phytophthora (Dalio et al., 2014). Dessa forma, trata-se de um grande avanco o tratamento de
plantas, principalmente em condicGes de viveiro, contra diferentes patdgenos, através do uso
de produtos menos toxicos ao ambiente, como é o caso dos fosfitos.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do Phytogard®, fosfito de
potassio disponivel comercialmente, no controle preventivo contra P. plurivora em plantas de
faia. Além disso, avaliar o efeito direto desse produto sobre o desenvolvimento de P.

plurivora e verificar os possiveis mecanismos de acdo desse produto sobre esse patdgeno.
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2. Metodologia

Os experimentos foram conduzidos na Se¢éo de Fitopatologia de Plantas Lenhosas no
Departamento de Ecologia da Universidade Técnica de Munique (TUM) em Freising,
Alemanha.

A fonte de fosfito de potéssio utilizada nesse trabalho foi um produto comercial,
denominado Phytogard® que possui 28% de P,Os, cuja fonte é o acido fosforoso e 26% de
K20, com densidade de 1,51 g L™, sendo que o pH do produto é 7.

2.1. Ensaios in vivo

As sementes de faia, foram obtidas na Secdo de Fitopatologia de Plantas Lenhosas no
Departamento de Ecologia da TUM e a semeadura foi realizada em bandejas contendo
vermiculita e mantidas em geladeira a 4°C por 30 dias. Posteriormente, as plantulas foram
transferidas para bandejas plasticas maiores contendo o0 mesmo substrato, onde se
desenvolveram em sala climatizada a 25 °C por 3 meses.

Para determinacdo do consumo de agua em plantulas de faia, obtidas como descrito
acima, as mesmas foram transferidas para tubos plasticos (50 mL). O fosfito de potéassio foi
aplicado via aspersdo foliar nas concentracdes de 0 e 2 mL L. Decorridos seis dias da
aplicacdo do produto, as plantas foram inoculadas com suspensdo de P. plurivora na
concentracio de 1x10° zodsporos mL™* via raiz. Os tubos foram novamente vedados com
filme plastico e mantidos em sala climatizada a 25 °C.

O ensaio foi instalado em delineamento inteiramente casualizado constituido por
quatro tratamentos, sendo eles: concentragdo do produto (0 e 2 mL L) e plantas (inoculadas e
ndo inoculadas com o patégeno) com dez repeticBes, sendo cada repeticdo representada por
um tubo contendo uma planta. Ao final do experimento foi avaliada a incidéncia da doenca.
Posteriormente, o material vegetal foi coletado e utilizado para a realizacdo das analises
moleculares.

Para quantificacdo do patdgenos nas raizes do hospedeiro, o DNA total foi obtido a
partir da extracdo de amostras de raizes de faia utilizando-se DNeasy® Plant Mini Kit
(Qiagen), conforme as recomendagfes do fabricante. Para a purificacdo do extrato de DNA
utilizou-se o kit “Wizard DNA clean up System” da Promega que também foram seguidas de

acordo as recomendagdes do fabricante.
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Para realizacdo do qPCR foram utilizados o master-mix universal para PCR, o qual
contém tampdo 10X, cloreto de magnésio (25 mM), dNTP-mix (10mM) e Taqg polimerase
(5U/uL).

As reacOes foram realizadas em placas com 96 cavidades onde foram depositados
12,5 pL do master-mix universal, 0,5 uL do fluor6foro, 0,75 uL de cada um dos iniciadores,
5,5 pL de 4gua e 5 pL. do DNA da amostra, a qual foi diluida em 10 vezes. Para realizagdo da
curva padrdo, uma amostra de DNA de P. plurivora foi diluida de forma seriada nas seguintes
proporgdes: 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:1000000 (v/v).

As condigdes de PCR empregadas foram 15 minutos a 95 °C para uma desnaturagéo

inicial, seguido por 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C, 1 minuto & 62 °C e 5 minutos a 72 °C.

2.2. Ensaios in vitro

Para determinacdo do crescimento micelial, foram utilizadas placas de poliestireno
contendo meio V8-agar. O meio foi obtido a partir de suco caldo de vegetais V8 autoclavado,
no qual foi adicionado o volume necessario para a obtencdo das concentracées 0; 0,01; 0,05;
0,1; 0,5 e 2 mL L ! de fosfito de potassio. Como controle, foram utilizadas placas contendo
apenas 0 meio de cultivo. Foi depositado no centro de cada placa um disco de meio contendo
0 patégeno. As placas foram incubadas a 25°C no escuro e a avaliagdo consistiu de duas
medicdes perpendiculares ao diametro da col6nia 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 regressao linear para determinacdo da CEso, a
qual representa a concentragio efetiva do produto Phytogard® capaz de inibir em 50% o
crescimento micelial do patdgeno (Russel, 2002).

Para observacdo das amostras em microscépio eletronico de varredura (MEV), foram
retirados fragmentos (5x5 mm) do meio de cultivo dos bordos das colénias contendo o
patdgeno para o processamento de todos tratamentos mencionados no ensaio anterior. Os
fragmentos foram submersos em solucdo contendo glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido
2,0%, tampdo fosfato 0,05M, pH 7, por 12 horas. Posteriormente, os fragmentos foram
imersos em tampdo cacodilato 0,05M por 10 minutos e imersos novamente em tampao
cacodilato 0,1M mais solugdo de tetroxido de 6smio por 1 hora. A desidratacdo das amostras
foi realizada em solugdes de concentragdes crescentes de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%)

(Karnovsky, 1965). As amostras foram levadas para secagem em ponto critico e em seguida
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montados em stubs, metalizados com ouro e observados em microscépio eletrdnico de
varredura.

Para determinagdo da massa fresca de micélio, foram transferidos cinco discos de
micélio de P. plurivora para erlenmeyers contendo 100 mL de meio liquido V8 onde foram
pipetados volumes para a obtencdo das concentragdes de 0; 0,5; 1 e 2 mL L de fosfito de
potéssio. 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 patégeno foi separado do meio liquido e as
massas (g) mensuradas com auxilio de balanca analitica.

Para verificar o efeito sobre a producéo de zo6sporos, em placas de poliestireno foram
depositados 10 discos de micélio de P. plurivora, juntamente com 20 mL de meio liquido V8
autoclavado contendo o produto nas concentragBes finais de 0; 0,5; 1 e 2 mL L™, onde
permaneceram por 72 horas em camara tipo BOD a 25° C e luz continua. Posteriormente, 0
meio foi substituido por 10 mL de &gua estéril contendo as mesmas concentragdes do fosfito
de potassio, onde permaneceram por mais 48 horas. Em seguida, a agua foi coletada das
placas e procedeu-se a observacdo da formacdo de esporangios e contagem do numero de
zoosporos com auxilio de camara de Neubauer. Foram considerados mortos 0s zoOsporos que
ndo se moviam durante o periodo da avaliacgéo.

Para determinacdo da perda de eletrélitos, o micélio do patdgeno foi obtido em meio
liquido conforme mencionado anteriormente. Posteriormente, o micélio foi pesado e
transferido para copos plasticos (110 mL) contendo 20 mL de solugdo de sacarose 0,2 M.
Decorrido 60 minutos, as solucdes foram transferidas para tubos de ensaio e realizada a leitura
da condutividade elétrica das solucbes com auxilio de condutivimetro, com o objetivo de
detectar a perda de eletrélitos por parte do micélio. Para avaliacdo da perda de eletrolitos ao
longo do tempo, apds a obtencdo do micélio sem adicdo do produto, o0 mesmo foi filtrado e
transferido para copos plasticos (100 mL), contendo 25 mL de solugédo de sacarose 0,2 M. Os

tratamentos utilizados foram: 1) tratamento controle: o micélio do patégeno foi transferido

para solucdo de sacarose 0,2 M e submetido a maceracdo com auxilio de bastdo de vidro,
levando a ruptura fisica da membrana do mesmo, alterando sua permeabilidade; 2) tratamento

com fosfito de potassio 0 mL L™: o micélio do patdgeno foi transferido para solucido de

sacarose 0,2 M; 3) tratamento com fosfito de potassio: o micélio do patégeno foi transferido
para solugdo de sacarose acrescida de fosfito de potdssio na concentragdo de 2 mL L™
Decorridos 0, 5, 10, 20, 30 e 60 minutos, as solucGes foram transferidas para tubos de ensaio e
realizada a leitura da condutividade elétrica das solu¢Ges com auxilio de condutivimetro, com

0 objetivo de detectar a perda de eletrélitos por parte do micélio no decorrer do tempo.
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Para a avaliacdo de possiveis alteragdes nos lipidios constituintes da membrana
plasmética das células do patégeno, o micélio proveniente do ensaio de produgdo de massa
fresca foi macerado e a avaliagcdo da peroxidacao lipidica de acordo com Heath & Packer
(1968) e Cakmak & Host (1991).

A extracdo das proteinas sollveis foi efetuada a partir da maceracdo do micélio na
presenca de nitrogénio liquido, seguido pela adicdo de tampao fosfato de potassio contendo 1
mM de EDTA, na propor¢do de 3 mL de tamp&o para cada 1g de micélio fresco. O material
foi centrifugado a 4 °C durante 45 minutos a 15000 g, sendo o sobrenadante considerado o
extrato proteico. Utilizou-se o reagente Protein Assay (BioRAD®), para a determinacio de
proteinas totais, de acordo com o método de Bradford (1976). A curva padréo foi determinada
utilizando-se albumina de soro bovino (ASB).

Para mensurar a atividade da B-1,3-glucanase, utilizou-se o acido 3,5-dinitrosalicilico
(ADNS) para quantificacdo de actcares redutores. A reagdo foi preparada com 150 pL de
laminarina dissolvida em tampdo acetato de sodio 100 mM e 100 uL do extrato proteico
conforme Abeles & Foence (1970). Ao branco da reacdo foi adicionado apenas laminarina. As
amostras foram constituidas do extrato proteico obtido conforme mencionado anteriormente.
A atividade enzimatica foi expressa em mg de glicose liberada h™* mg proteina, com base em

curva padréo de glicose.

3. Resultados e Discussao

A incidéncia da doenca foi reduzida em 100% em mudas de faia pulverizadas com o

produto a base de fosfito de potassio na concentragdo de 2 mL L (Tabela 1).

Tabela 1. Incidéncia da doenca (Phytophthora plurivora) em plantulas de faia (Fagus
sylvatica) tratadas com Phytogard® (fosfito de potassio: P.Os = 28%; KO = 26%) nas
concentragBes de 0 e 2 mL L™ para avaliagdo do efeito protetor do produto. A inoculagéo com
0 patdgeno foi realizada seis dias apds a aspersdo do produto e avaliacdo ocorreu aos treze

dias ap0s a inoculacdo. Cada tratamento consistiu de dez repeticdes.

Concentragéo de Incidéncia (%)
Phytogard®
(mL L™ Inoculadas Nao inoculadas
0 30 0
2 0 0

Fonte: Dados originais da pesquisa.
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Dalio et al., (2014), verificaram que mudas de faia tratadas com concentragéo final de
0,5% de fosfito de potassio (Sigma-Aldrich) e inoculadas com P. plurivora ndo morreram e
nem mostraram sintomas da doenca durante todo o ensaio. AplicacGes foliares de fosfito nas
concentracdes de 2,5; 5 e 10 g L™ foram realizadas em espécies florestais do género Banksia,
sendo essas plantas submetidas a inoculagdes natural e artificial com Phytophthora
cinnamomi. Todas as concentracbes de fosfito reduziram a mortalidade das arvores. A
porcentagem de sobrevivéncia das espécies arboreas Banksia baxteri e Lamberia inermis,
apos a aplicacdo de fosfito, aumentou em 68% e 78% quando comparadas a 31% e 54% em
plantas ndo tratadas com fosfito, respectivamente. Por sua vez, o fosfito aplicado na
concentracio de 6 g L™ em Xanthorrhoea australis preveniu a morte de arvores em vegetacéo
infestada com P. cinnamomi (Shearer & Fairman, 2007). Em ecossistemas naturais no oeste
da Australia, o fosfito é utilizado com frequéncia para reduzir o impacto e a disseminagdo de
P. cinnamomi (Hardy, Barret & Shearer, 2001).

Patégenos, como Phytophthora spp., podem causar extensa destruicdo do sistema
radicular do hospedeiro mesmo antes dos sintomas tornarem-se visiveis na parte aérea
(Agrios, 2005). A injaria causada por esses patdgenos afeta diretamente os pélos radiculares,
comprometendo a quantidade de &gua absorvida e, por consequéncia, o balanco hidrico e o
uso eficiente da agua (Stangarlin & Leite, 2008). Observando os resultados de consumo de
agua de plantulas de faia inoculadas com Phythophthora plurivora podemos constatar a
injaria causada pelo patdégeno no hospedeiro, que apresentou menores taxas de absorcdo de
4gua quando comparadas as ndo inoculadas (Figura 1). E interessante observar que plantas
inoculadas e aspergidas com fosfito de potassio apresentaram valores de absorcdo de agua
semelhantes as plantas ndo inoculadas com o patégeno. Esses resultados sdo consequéncia da
capacidade do produto em reduzir os danos causados pelo patdgeno nos tecidos do hospedeiro
de modo com que o metabolismo da planta ndo fosse prejudicado, garantindo dessa forma a

manutencdo do uso eficiente da agua.
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Figura 1. Consumo de agua de plantulas de faia tratadas com Phytogard® (fosfito de potassio:
P,0s = 28%; KO = 26%) nas concentracdes 0 e 2 mL? e inoculadas ou nio com
Phytophthora plurivora para avaliacdo do efeito protetor do produto. A inoculagdo com o
patdgeno foi realizada seis dias ap0s a aspersdo do produto. Linhas seguidas da mesma letra,
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade na ultima avaliacdo. As barras
indicam o erro padrdo da média (n=10).

25 -

-8~ 0 mU/L, ndo inoculado
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Fonte: Dados originais da pesquisa.

Foi realizada também a quantificacdo do patégeno P. plurivora nos tecidos de raizes
de faia inoculados e tratados ou nfo com Phytogard® e observando a Figura 2 é possivel notar
que as raizes das plantas tratadas com o produto apresentaram menores quantidades do

patdgeno em seus tecidos, com uma reducdo variando no minimo em 50%.
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Figura 2. Concentracdo de Phytophthora plurivora em raizes de faia (Fagus sylvatica)
tratadas com Phytogard® (fosfito de potéssio: P20s = 28%; K>O = 26%) nas concentracdes de
0 e 2 mL L e inoculadas com o patdgeno. A analise estatistica foi realizada por meio de
Teste T a 5 % de probabilidade e distingue apenas os tratamentos em que houve a inoculagéo

do patégeno. As barras indicam o erro padrdo da média (n=10).
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Fonte: Dados originais da pesquisa.

Como pode ser notado nesse trabalho, a aplicacdo foliar preventiva de fosfito de
potassio controlou a doenca por meio da reducdo da quantidade de patdgeno que infecta e
coloniza raizes. Esse dado nos faz refletir a respeito da mobilidade do fosfito, caso esse tenha
atuado diretamente no desenvolvimento do patégeno (Wilkinson et al., 2001; Dalio et al.,
2014). Diferente da maioria dos fungicidas sisttmicos, o fosfito possui a capacidade de ser
translocado via xilema e floema (Luttringer & De Cormis, 1985; Guest & Grant, 1991).
Orbovic et al. (2008) detectou a presenca de fosfito em folhas e raizes de citros dez dias apds
a aplicacdo do mesmo via foliar e solo. Esses autores relataram que o fosfito nas condicdes
experimentais utilizadas, translocou via xilema com maior eficiéncia do que via floema. Dalio
et al. (2014), apds pulverizar fosfito de potassio em folhas de faia, verificou quantidades dez
vezes maiores desse composto nas raizes do que as necessarias para inibir em 50% o
crescimento in vitro de P. plurivora. Essa alta concentracdo de fosfito foi encontrada nas
raizes aos seis dias ap0s a aplicagdo na parte aérea das plantas e também ao final do
experimento. A importancia das relagcdes fonte-dreno e a translocacdo de fosfatos para
contribuir com o controle de doencas, principalmente em culturas perenes, se torna visivel.
Com a utilizacdo desses produtos, tornou-se possivel a aplicacdo foliar como tratamento

preventivo para doengas radiculares (Guest & Grant, 1991).
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Com a finalidade de estudar os possiveis efeitos diretos do fosfito de potéssio sobre P.
plurivora, foram realizados alguns ensaios in vitro. Como pode ser observado na Figura 3,
tanto o crescimento micelial quanto a producdo de massa fresca de micélio do patégeno foram
reduzidos & medida que se aumentou a concentracio de Phytogard® aplicado. P. plurivora
teve seu crescimento micelial inibido em 50% (ECso) na concentragio de Phytogard® de
0,6 mL L enquanto que os valores de massa fresca na concentragio de 2 mL L de
Phytogard® inibiu cerca de 2,8 vezes comparada ao controle.

Figura 3. Efeito de diferentes concentracdes de Phytogard® (fosfito de potassio: P2Os = 28%;
K20 = 26%) sobre o crescimento micelial de Phytophthora plurivora em meio V8-agar (A) e
producdo de massa fresca de micélio em meio V8 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.

Da mesma forma o Phytogard® inibiu a producdo de zodsporos por P. plurivora em
todas as concentragdes avaliadas quando comparadas ao controle. Em todos esses
tratamentos, com excecdo do controle, 0os zodsporos encontrados estavam sem motilidade
(Figura 4). Mills, Platt e Hurta (2004) verificaram que o acido fosfénico reduziu
drasticamente o crescimento micelial de Phytophthora erythroseptica e Phytophthora
infestans, e a esporulacdo e a germinacdo de P. infestans. Esses autores concluiram que
existem varios outros sais que possuem efeito fungistatico para diferentes patégenos, 0s quais
podem ser utilizados para implementacdo de um manejo integrado e sustentavel de doencas

de plantas.
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Figura 4. Influéncia de diferentes concentracdes de Phytogard® (fosfito de potéssio: P.Os =
28%; K>O = 26%) sobre a producdo de zodsporos de Phytophthora plurivora. 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 possivel verificar modificagcbes na morfologia das hifas de P. plurivora da regido
periférica do micélio quando cultivado em concentracdes crescentes de Phytogard® por meio
da analise em microscopia eletrbnica de varredura. As hifas provenientes do patdégeno
cultivado na presenca do fosfito de potassio, representada nas Figuras 5B, 5C, 5D,
apresentaram-se mais finas, com maior numero de ramificacbes, menores e atrofiadas
comparadas ao micélio cultivado sem o produto (Figura 5A). Além da inibicdo do
crescimento micelial, King et al. (2010) observaram efeito adverso na morfologia da hifa de
oomiceto. Os autores relataram distor¢des, lise das paredes e a producdo de ramificacdes
atrofiadas das hifas crescidas em meio com fosfito, semelhante ao encontrado no presente
trabalho. Mudancas morfologicas severas no micélio de Phytophthora cactorum e
Phytophthora capsici também foram observadas em funcdo do tratamento com o fungicida
Fosetyl-Al segundo Dercks e Buchenauer (1987). 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 ramifica¢fes anormais quando comparadas ao controle.

13




Research, Society and Development, v. 9, n. 10, €5629108824, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i10.8824

Figura 5. Microscopia eletronica de varredura. Micélio de Phytophthora plurivora cultivado
em meio V8-agar nas concentragdes de 0 mL L (A), 0,5 mL L (B), I1mLL*(C)e2mL L™
(D) de Phytogard® (fosfito de potassio: P,Os = 28%; K,O = 26%) apds cinco dias. Setas
indicam diferencas na morfologia das hifas do micélio tratado ou ndo com fosfito. Barras = 15
um (A); 18,75 um (B, C) e 25 um (D).
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Fonte: Dados originais da pesquisa.

Ao avaliar a perda de eletrolitos por parte do micélio de P. plurivora quando exposto
ao fosfito de potassio, observou-se elevados valores desse parametro quando o patégeno foi
cultivado por seis dias em concentragdes crescentes de Phytogard®. Observou-se perda de
eletrolitos de 99 uS cm™ g micélio fresco™ quando cultivado em concentracdo de 0 mL L™ do
produto, enquanto que para o micélio cultivado em concentragéo de 2 mL L™ esse valor foi de
214 pS ecm™ g micélio fresco (Figura 6A). Isso também foi detectado no ensaio de perda de
eletrolitos ao longo do tempo (Figura 6B) onde os valores de condutividade foram
aumentando a medida que o micélio ficava mais tempo exposto ao produto. Esses valores

foram superiores ao do controle que, por sua vez, consistiu de micélio rompido
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mecanicamente. Ndo houve variagéo na condutividade a partir dos 20 e 30 minutos, indicando
0 maior efeito direto do produto nos primeiros momentos de exposi¢do a0 mesmo. Walters e
Bingham (2007) relataram que os fosfatos podem sequestrar o Ca apoplastico e com isso
alterar a integridade da membrana celular afetando a atividade de enzimas, como as
poligaracturonases, sendo que nesse caso, eliciadores poderiam ser liberados a partir da

parede celular do patdgeno.

Figura 6. Efeito de diferentes concentracdes de Phytogard® (fosfito de potassio: P,Os = 28%;
K20 = 26%) sobre a perda de eletrélitos por parte do micélio de Phytophthora plurivora
cultivado em meio V8 liquido ap6s 6 dias de incubagdo e posteriormente imerso por 60
minutos na solugdo de sacarose (A). Efeito da concentracdo de 2 mL L™ de Phytogard® sobre
a perda de eletrolitos ao longo do tempo por parte do micélio de P. plurivora cultivado em
meio V8 liquido apds seis dias de incubagdo (B). Os dados sdo 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.

Em funcdo dos resultados do presente trabalho, o qual indicou possivel alteracdo da
permeabilidade da membrana plasmatica do patdgeno cultivado na presenca de fosfito de
potéssio, foi determinado também esse efeito sobre a peroxidacdo de lipidios da membrana.
Esta analise permite inferir sobre a acdo de radicais livres decorrentes do estresse causado
pelo fosfito ao micro-organismo, o que pode conduzir & alteracdo na permeabilidade da
membrana (Farmer & Mueller, 2013). A avaliacdo indireta da peroxidagdo de lipidios por

meio da determinagdo do malonaldeido ndo evidenciou diferenga entre os tratamentos,
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demonstrando que a elevada perda de eletrolitos ndo deve ser incitada pela alteracdo nos
lipidios da membrana (Figura 7). Diferente desses resultados, quando Phytophthora capsici e
P. palmivora foram tratados com concentra¢fes subinibitorias de fosfonatos, mudancas
significativas nos lipidios do micélio foram observadas (Dunstan, Smillie & Grant, 1990;
Guest & Grant, 1991). Portanto, é possivel supor que os diferentes resultados sejam
consequéncia da utilizacdo de diferentes técnicas de deteccdo de lipidios, e que haja
necessidade de uma investigacdo minuciosa da membrana para concluir se ha reducdo dos

lipidios da mesma ou se a alteracdo da permeabilidade seja consequéncia de outros eventos.

Figura 7. Efeito de diferentes concentracdes de Phytogard® (fosfito de potassio: P2Os = 28%;
K20 = 26%) sobre a peroxidacdo de lipidios em micélio de Phytophthora plurivora cultivado
em meio V8 liquido apds 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 padrao

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

Foi verificado que os tratamentos com diferentes concentracfes do fosfito de potassio,
utilizados nesse trabalho e nas condi¢cdes em que estes ensaios foram conduzidos, ndo foram
significativamente diferentes do controle (0 mL.L) no que se refere ao contetdo total de
proteinas produzidas pelo micélio do patogeno (Figura 8A). As proteinas sdo necessarias aos
micro-organismos pois possuem papel importante na fisiologia dos mesmos, e suas formas
ativas, as enzimas, participam da manutencdo da plasticidade da parede celular, além de ser
fontes de nitrogénio, fosforo e enxofre que podem estar envolvidas em processos de defesa
das plantas (Marzluf, 1997; Schwan-Estrada, Stangarlin & Pascholati, 2008). Algumas

enzimas especificas participam da sintese de glucanas (B-1,3 ¢ B-1,6) que constituem a parede
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celular de oomicetos juntamente com a celulose (Alexopoulos, Mims & Blackwell, 1996),
umas das etapas para se estudar possiveis mecanismos de acdo do fosfito de potéassio seria
descobrir se ha interferéncia desse produto na degradacdo das p-1,3-glucanas.

Figura 8. Efeito de diferentes concentracdes de Phytogard® (fosfito de potassio: P.Os = 28%;
K20 = 26%) sobre a sintese de proteinas (A) e atividade de B-1,3-glucanase (B) no micélio de
Phytophthora plurivora cultivado em meio V8 liquido apds 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.

Como pode ser observado na Figura 8B, houve reducédo da atividade da enzima B-1,3-
glucanase a medida que se aumentou as concentracdes de fosfito de potassio no meio de
cultivo para o crescimento de P. plurivora. Em funcéo desses resultados, podemos inferir que
guanto maior a concentracdo de fosfito, provavelmente menor ¢é a producéo de -1,3 glucanas
produzidas pelo micélio do patdgeno, indicando que o Phytogard® pode estar associado a
inibicdo da producdo desse componente de parede. Em decorréncia das alteracGes geradas por
agentes perturbadores da parede celular, ha a indugdo da producdo de enzimas relacionadas a
sintese de parede, de forma a compensar o dano ocorrido na busca da manutencdo da
integridade da mesma (Adams, 2004; Lenardon, Munro & Gow, 2010).

A reducdo do crescimento micelial, as alteracdes morfoldgicas observadas nas hifas, a
maior perda de eletrélitos e o efeito negativo na sintese de parede proporcionado pelo fosfito
sobre o patdgeno cultivado na presenga do produto, podem ser correlacionados a atuagdo do
mesmo em alvos como a membrana e a parede celular. Esse fato ocorre devido a presenca de
sais de potassio que possuem a capacidade de modificar mais de 43 transcritos gendémicos

sendo muitos deles envolvidos na sintese da parede celular ou no funcionamento do
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citoesqueleto do micro-organismo (King et. al, 2010). Entretanto, outros ensaios devem ser
conduzidos para maior compreensdo da atuacéo deste ingrediente ativo (Roma, 2013).
Considerando que os produtos a base de fosfitos sdo eficientes como ferramenta de
manejo de diversos patossistemas, os resultados desse trabalho poderdo contribuir para a
melhor compreensdo de futuros estudos a respeito do modo de agéo e aplicagdes do mesmo,

colaborando no seu uso com seguranc¢a no manejo de doencas de plantas (Roma, 2013).

4. Conclusao

O produto a base de fosfito de potassio, Phytogard®, em todas as concentragoes
utilizadas controla de maneira preventiva a doenga causada por Phytophthora plurivora em
faia. Além disso o produto inibe o crescimento micelial e a producdo de zodsporos pelo
patdégeno e modifica a morfologia das hifas, atua na permeabilidade da membrana e na sintese
de parede celular do micélio do P. plurivora. Ndo houve alteracéo na sintese de proteinas e na
peroxidacdo de lipidios da membrana do patégeno tratados com o fosfito de potassio,
indicando que existem outros possiveis mecanismos de acdo atuantes nesse processo.
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