41 JUFLN

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

GUSTAVO CESAR DIAS SILVEIRA

ETILFOSFONATO DE COBRE NO MANEJO DA PODRIDAO
RADICULAR DO FEIJOEIRO

LAVRAS-MG
2018


https://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjIqfKl4YPKAhXIjJAKHWuFAHMQjRwIBw&url=http://www.ufla.br/ascom/servicos/identidade-visual/&psig=AFQjCNGprjtj0QsWKVg3OD4UI7hGay9lFg&ust=1451570943127848

GUSTAVO CESAR DIAS SILVEIRA

ETILFOSFONATO DE COBRE NO MANEJO DA PODRIDAO RADICULAR EM
FEIJOEIRO

Dissertacdo apresentada & Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do Programa de
Po6s-Graduacdo em Agronomia/Fitopatologia, area
de concentragdo em Fitopatologia, para a obtengao
do titulo de Mestre.

Prof. Dr. Mério Lucio Vilela de Resende
Orientador

LAVRAS-MG
2018



Ficha catalogréafica elaborada pelo Sistema de Geracéo de Ficha Catalogréafica da
Biblioteca Universitaria da UFLA, com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

Dias Silveira, Gustavo Cesar.

Etilfosfonato de cobre no manejo da podrid&o radicular do
feijoeiro / Gustavo Cesar Dias Silveira. - 2018.

33 p.

Orientador(a): Mario Lucio Vilela Resende.

Dissertacdo (mestrado académico) - Universidade Federal de
Lavras, 2018.

Bibliografia.

1. Phaseolus vulgaris L. 2. Controle alternativo. 3. Podriddo
radicular. I. Resende, Mario Lcio Vilela. . Il. Titulo.




GUSTAVO CESAR DIAS SILVEIRA

ETILFOSFONATO DE COBRE NO MANEJO DA PODRIDAO RADICULAR EM
FEIJOEIRO

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do Programa de
Po6s-Graduacdo em Agronomia/Fitopatologia, area
de concentragdo em Fitopatologia, para a obtengao
do titulo de Mestre.

APROVADA em 27 de abril de 2018
Dra. Deila Magna dos Santos Botelho UFLA
Dr. Hudson Teixeira EPAMIG

Prof. Dr. Mério Luacio Vilela de Resende
Orientador

LAVRAS-MG
2018



Ao0s meus pais, Luiza Helena da Silva Dias
Silveira e Braulio Ferreira Silveira.

Dedico



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Lavras (UFLA) e ao Departamento de Fitopatologia (DFP),
pela oportunidade concedida para a realiza¢éo do curso de mestrado.

Aos professores, Mario Lucio e Mario Sobral. Assim como a todos os professores e
funcionarios do DFP.

Aos amigos do Laboratorio de Fisiologia do Parasitismo, Moisés, Bruno, Manoel,
Alexandre, Marcio, Marluce, José Diogo, Tharyn Stefanny, Ariana, Vitor, Lucas, Camila,
Eliane, Joyce e Ana Cristina.

Aos membros da minha banca de defensa, Dr. Hudson Teixeira e a Dra. Deila Magna
dos Santos Botelho.

A minha companheira, Andressa, pela paciéncia e apoio diario.

Ao CNPq, pelo apoio financeiro para a producgéo dos trabalhos.

Muito obrigado!



RESUMO

A podriddo radicular, causada por Fusarium solani f.sp. phaseoli, ¢ uma doenca de dificil
controle no feijoeiro e o fosfonato de cobre pode ser uma alternativa de manejo. Assim, este
trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito do fosfonato de cobre no manejo da
podridao radicular do feijoeiro. Foram conduzidos dois ensaios em &reas de piv6 central,
plantadas com o Cultivar Pérola, na densidade de 200000 plantas/ha. O fosfonato de cobre foi
testado nas doses de 1 e 2 L.ha, aplicado apenas no sulco de plantio (SP); sulco de plantio e
V1; sulco de plantio, V1 e 7 dias apds V1; sulco de plantio, V1, 7 e 14 dias apds V1; comparado
com uma testemunha sem aplicagéo. Foi realizada uma avaliagéo da severidade da doenga no
estadio V4 e, com base nessa, foi calculado o controle proporcionado por cada tratamento. Ao
fim dos ensaios, também foi determinada a produtividade. O tratamento de maior controle foi
selecionado e analisado seu efeito na atividade da fenilalanina aménia-liase (PAL), superoxido
dismutase (SOD), peroxidase (POX) e a polifenoloxidase (PPO) em casa-de-vegetacdo. Um
teste de toxidez direta in vitro foi conduzido em laboratdrio, utilizando as doses de fosfonato
de cobre em 1 e 2 L.ha%, o fungicida bendazol e o acibenzolar-S-metil em 5 isolados do fungo.
As analises estatisticas foram realizadas no software R 3.1.3. Nas duas areas, todos 0s
tratamentos diferiram da testemunha e promoveram controles entre 21 a 49% e 26 a 51%. Os
tratamentos proporcionaram incrementos de 7 a 25% na produtividade. Dessa forma, o melhor
tratamento (Fosfonato de cobre 2 L.ha aplicado no sulco de plantio + aplicacéo foliar em V1,
7 dias apds V1 e 14 dias apds V1), que mais se destacou em condi¢des de campo, foi selecionado
para a realizagdo das analises enzimaticas e observou-se que esse proporcionou incrementos na
atividade da POX ao longo das avaliagfes. No teste de toxidez direta in vitro o etilfosfonato
limitou o desenvolvimento dos isolados. Diante disso, observou-se que o fosfonato de cobre
testado apresentou eficacia no controle da podriddo radicular do feijoeiro.

Palavras-chave: Controle Alternativo. Fusarium solani f.sp. phaseoli. Phaseolus vulgaris.



ABSTRACT

The root rot is an important disease difficult to control in bean and phosphonate can be a
alternative. The purpose of this study was to evaluate the effect of a commercial formulation of
copper phosphonate in the management of root rot of bean. Two experiments were conducted
in central pivot areas planted with Cultivating Pérola (200,000 plants / ha). Copper phosphonate
was tested in doses of 1 and 2 L.ha™ applied only at planting (SP), planting furrow and V1,
planting furrow, V1 and 7 days after V1, planting furrow, V1, 7 and 14 days after V1 compared
to a control without application. An assessment of the severity of the disease was held at the
V4 stage and based on this was calculated the control provided by the treatment. At the end of
the tests was determined yield provided by each treatment. The best control treatments were
selected and analyzed its effect on the activity of phenylalanine ammonia lyase (PAL),
superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POX) and polyphenoloxidase (PPO) in greenhouse.
A direct in vitro toxicity test was performed in laboratory, using the doses of copper
phosphonate in 1 and 2 L.hal, the fungicide bendazol and acibenzolar-S-methyl in 5 strains of
the fungus. Statistical analyzes were performed with R 3.1.3 software. In both areas the
treatments differed from the control and promoted controls 21-49% and 26-51%. The
treatments provided an increase 7-25% of vyield. In this way, the best treatment (Copper
phosphonate 2 L.ha-1 applied in the planting groove + foliar application in V1, 7 days after V1
and 14 days after V1), which was most highlighted under field conditions, was selected for the
accomplishment of the enzymatic and it was observed that this provided increases in POX
activity throughout the evaluations. In the direct in vitro toxicity test, the copper phosphonate
limited the growth of the fungus. Therefore, it was observed that the copper phosphonate tested
was effective in controlling root rot of common bean.

Keywords: Alternative Control. Fusarium solani f.sp. phaseoli. Phaseolus vulgaris.
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1 INTRODUCAO

O feijoeiro é uma das culturas mais importantes para o Brasil. O pais apresentou na safra
2016/2017 uma producdo de 3,39 milhGes de toneladas em uma &rea total plantada de 3,18
milhdes de hectares. Para a safra 2017/18, a previsdo é de uma producdo de 3,3 milhdes de
toneladas em uma area de 3,16 milhdes de hectares (CONAB, 2018). O gréo € uma importante
fonte de proteina para o brasileiro e, devido a boa adaptacdo as diversas condicdes
edafoclimaticas do pais, € plantado o ano todo em todas as regides (SARTORATO & RAVA,
2003). Atualmente, um dos principais fatores limitantes da alta produtividade destacam-se as
doencas e, entre estas, a podriddo radicular, causada pelo fungo Fusarium solani f.sp. phaseoli.

A podrid&o radicular ocorre em praticamente todas as regides produtoras de feijdo no
Brasil. Além do solo contaminado, onde o fungo sobrevive na forma de clamiddsporos por
varios anos, a principal via de disseminacdo do patdgeno é a producdo abundante de macro e
microconidios na superficie das plantas infectadas (BERNI et al., 2002). O fungo afeta
inicialmente as regides do hipocétilo e da raiz principal das plantulas, forma lesdes
longitudinais, afiladas e de coloracdo avermelhada. Com o progresso da doenca, as lesdes
cobrem todo o sistema radicular da planta, podendo surgir fissuras longitudinais ao longo do
tecido lesionado. A raiz principal e a parte mais baixa do caule podem secar e,
consequentemente, o crescimento torna-se mais lento, ocorrendo o amarelecimento e a queda
das folhas baixeiras. Os principais efeitos da doenca séo a reducao no estande e vigor das plantas
e, decorrente a isso, uma reducdo na produtividade (MIRANDA et al., 2007). Esta doenga é
considerada de dificil controle e tem recebido maior atencdo dos pesquisadores nos ultimos
anos, principalmente devido a maior intensidade da mesma em sistema de plantio direto
(TOLEDO-SOUZA et al., 2009). Assim, novas ferramentas de manejo da doenca devem ser
testadas como, por exemplo, os fosfonatos e fosfitos.

Os fosfitos séo sais inorganicos originados da reacdo entre o acido fosforoso (H3PO3) e
uma base. Os fosfonatos diferem dos fosfitos, por possuir também um radical organico como o
etil. S&o registrados e comercializados como fertilizantes foliares, havendo fosfitos e fosfonatos
de manganés, zinco, cobre e calcio disponiveis no mercado. Estes produtos, alem de serem
fontes de nutrientes, podem ativar o sistema de defesa da planta e também ser diretamente

toxico aos patdgenos (DALIO et al., 2012). Entre as importantes enzimas de defesa que podem
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ser ativadas pelos fosfonatos, estdo a fenilalanina amonia-liase (PAL), superoxido-dismutase
(SOD), peroxidase (POX) e a polifenoloxidase (PPO).

A PAL ¢ responsavel pela biossintese de fenilpropandis e participa da sintese de acido
salicilico, fitoalexinas e lignina. A SOD, além de ser um importante agente antioxidante, em
elevadas concentracOes, nas células dos organismos patogénicos, podem induzir disfuncdes e
morte celular. A POX atua na destoxificacdo celular, e também na lignificacdo (afeta a
resisténcia das plantas através da maior resisténcia da parede celular), cicatrizacdo e oxidacéao
de compostos fenolicos. A PPO, enzima detectada em elevadas concentra¢fes quando o tecido
vegetal € infectado, tem grande importancia para as plantas pelo seu envolvimento nos
mecanismos de defesa, sendo toxicas aos organismos invasores e associagdo na lignificacéo
(CAMPOS et al., 2004; RESENDE et al., 2007; ALMEIDA et al., 2012).

Trabalhos com o uso de fosfitos em feijoeiro mostram controle de doenca e aumento da
atividade de enzimas de defesa. Segundo Costa et al. (2017), duas formulagdes de fosfito de
potassio reduziram a severidade da antracnose (Colletotrichum lindemuntianum) em feijoeiro e
mostraram que esse controle aconteceu por toxidez direta ao patdgeno e pela inducdo de
resisténcia da planta. Com experimentos em campo e em casa de vegetacdo com feijoeiro,
Gadaga et al. (2017) concluiram que formulagdes de fosfito de potassio e manganés,
promoveram um controle efetivo (74 a 90%) da antracnose e concluiram também que a
aplicacdo foliar de fosfitos, aumentou a atividade de enzimas como peroxidase e
polifenoloxidase.

Em trabalhos in vitro, segundo Silva et al. (2014), uma formulacdo comercial de fosfito
de potassio apresenta toxidez direta a Fusarium solani isolado de plantas de maracujazeiro
(Passiflora edulis f. flavicarpa). De acordo com Caixeta et al. (2012), h4 reducdo na
esporulacdo de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli com o aumento nas doses de fosfito de
potéssio. Em casa de vegetagdo, Lobato et al. (2011) observaram controle de Fusarium solani
em tubérculos de batata (Solanum tuberosum) com a aplicacao de fosfito de potassio. Portanto,
formulacGes de fosfonatos podem apresentar eficacia no controle de Fusarium solani f.sp.
phaseoli.

Sendo assim, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito do
fosfonato de cobre na severidade da podriddo radicular e na produtividade do feijoeiro irrigado,
em campo, aplicado em diferentes estadios fenologicos da cultura e em duas doses distintas.
Além disso, em condicGes controladas, foi verificado o efeito desta formulagdo na toxidez direta

sobre o0 patdgeno e na inducdo das enzimas de defesa PAL, SOD, POX e PPO.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Aimportancia da cultura do feijoeiro

A espécie de feijdo Phaseolus vulgaris L. € a mais cultivada no mundo dentre as outras do
mesmo género, e o Brasil destaca-se por ser o maior produtor e consumidor do grdo (DEPEC,
2017). O avanco e desenvolvimento de tecnologias permitiram o cultivo em uma gama de
sistemas de producéo, com rendimentos entre 3.000 e 4.000 kg ha, sendo a média do Brasil
hoje de 1.040 kg ha* (CONAB, 2018). E atualmente cultivado de norte a sul do pais, por isso
desempenha uma forte importéncia social e econémica. O feijdo é rico em proteina, tem teor
elevado de lisina, fibra alimentar, alto contetdo de carboidratos complexos e a presenca de
vitaminas do complexo B, caracteristicas essas, que o0 torna uma relevante fonte de alimento do
ponto de vista nutricional. (SANTOS; SILVA, 2003).

Os principais estados produtores sdo: Parana, Minas Gerais, Bahia, Sdo Paulo e Goiés
(CONAB, 2018). A producéo traz uma peculiar sazonalidade que permite dividir a safra em
trés. A 1? safra ou “safra das dguas” (também chamada de “safra do Sul e Sudeste”) onde a
semeadura é realizada entre agosto e outubro e colhida a partir de novembro até marco. A 22
safra ou “safra da seca” ou “safrinha” (também chamada de “safra do Nordeste e Sudeste”) a
semeadura € feita entre janeiro e abril e é colhida de abril-maio até junho-julho. A 32 safra
também ¢ conhecida como “safra de outono-inverno” e “safra irrigada”, a semeadura ¢ feita em
meados de maio, e a colheita acontece entre agosto e outubro. (BARBOSA; GONZAGA, 2012).

A cultura do feijoeiro ainda € caracterizada como de subsisténcia em pequenas
propriedades, ainda que tenha havido, nas Gltimas décadas, um aumento do interesse de grandes
e médios produtores que fazem uso de tecnologias avancadas, incluindo irrigacdo, manejo
fitossanitario e colheita totalmente mecanizada. Como reflexo dessas diferentes realidades de
técnicas usadas no cultivo do feijoeiro, a produtividade da cultura apresenta valores muito
dispares, expressando seu maior valor nos Estados localizados na Regido Central-Brasileira.
Regido em que a 32 safra se destaca, com 0 uso da irrigagdo e tecnologias de manejo mais
modernas e avancadas. (RAMOS et al., 2005; EMBRAPA ARROZ E FEIJAO, 2013)
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2.2 A podriddo Radicular

Um complexo etioldgico de fungos de solo é encarregado pelas maiores perdas de
produtividade nas areas irrigadas do Sudeste e Centro-Oeste do Brasil (CARDOSO 1991;
TOLEDO-SOUZA et al., 2009).

No caso da podriddo radicular do feijoeiro, seu agente etioldgico é o fungo Fusarium
solani (Mart.) Appel & Wollenv. f.sp. phaseoli (Burk.) Snyd. & Hans (CASA et al., 2011). E
um patégeno conhecido por ser persistente no solo e capaz de sobrevier por tempo ainda
indeterminado em éareas infestadas (FILION et al., 2003). Essa caracteristica € 0 motivo pelo
qual um fitopatdgeno do solo, quando inserido em uma nova area de producao, sua eliminagéo
completa é quase impossivel (MICHEREFF et al., 2005).

Fusarium solani f.sp. phaseoli pertence ao Reino Fungi, Divisdo Pezizomycotina,
classe dos Sordariomycetes, ordem Hypocreales, familia Nectriaceae. (INDEX FUNGORUM,
2018; MYCOBANK, 2018). Essa espécie possui as seguintes caracteristicas de identificacéo:
col6nia de crescimento rapido e a pigmentacdo pode variar de tons de rosa e lilas, mas é mais
comum ocorrer na cor creme. O micélio aéreo e branco com conidi6foros ndo ramificados, 0s
microconidios sdo formados em fidlides longas e o0s macroconidios formados em
esporoddquios. Os clamiddsporos, constituidos de uma Unica célula com um citoplasma
condensado, decorrente do acimulo de reservas nutritivas, sdo responsaveis pela persisténcia
do fungo e sdo formados em abundancia (PFENNING & MARTINS, 2000). A sua
disseminacdo acontece pelo vento, &gua, implementos agricolas e por sementes contaminadas
(VOIGT, 2002). Em éareas irrigadas, onde se tem o0 excesso de agua no solo, somado a plantios
sucessivos, esse patdgeno é muito favorecido e torna-se, rapidamente, muito prejudicial apds
sua identificacdo na area (EMBRAPA ARROZ E FEIJAO, 2008).

Os sintomas compreendem estrias longitudinais, no hipocotilo e em raizes primarias, de
cor avermelhada. Posteriormente, aparecem les6es avermelhadas e/ou amarronzadas, de
formato irregular. Na raiz primaria, fissuras longitudinais se tornam necréticas, e as raizes
secundarias sdo usualmente destruidas, o que pode propiciar o0 aparecimento de raizes
adventicias acima da area lesionada. As consequéncias sdo: o estande fica irregular, ocorrem
plantas subdesenvolvidas e acontece a senescéncia prematura de folhas. A quebra na producéo
provocada por essa doenca pode chegar a 84% (CARDOSO, 1992; EKE et al., 2016).

O manejo dos patdgenos radiculares, como o da podridao radicular, € muito complexo,
pois esses patdogenos sdo intensamente adaptados ao ambiente “solo” em associacdo com o

hospedeiro, e somado a isso, as técnicas de controle para esse patdégeno também sdo limitadas,
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principalmente por ocorrer abaixo do nivel do solo, onde a manipulacéo direta € mais limitada,
e a manifestacdo de sintomas ndo é aparente durante o inicio da infeccdo (MICHEREFF et al.,
2005).

Os principais métodos de evitar a infestacdo de uma area pelo agente causador da
podriddo radicular sdo: uso de sementes sadias, evitar 0 uso de agua de irrigacdo proveniente
de éreas infestadas, evitar a compactacao do solo e realizar rotacdo de culturas com espécies da
familia das Poaceae. Se o patdgeno ja estiver presente na area ou para evitar a entrada atraveés
de sementes possivelmente contaminadas, 0 método de controle recomendado € o tratamento
das sementes com produtos quimicos (bendazol, benomyl e carboxin + thiram.) e/ou produtos
bioldgicos que contenham o fungo Trichoderma spp. (RAMUSKA & DALLA PRIA, 2007;
TEIXEIRA et al., 2012; AGROFIT 2018).
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2.3  Fosfitos e Fosfonatos no manejo de doengas de plantas

Fosfonatos sdo produtos originados da neutralizacdo do &cido fosforoso (H3zPOs) por
uma base, formando o fosfito ou fosfonato que possuem como principais caracteristicas uma
alta e rapida solubilidade e uma grande mobilidade, permitindo maior translocacao e penetracédo
pelos tecidos das plantas (JACKSON et al., 2000; NOJOSA et al., 2009; DALIO et al., 2012;
UCHOA et al., 2014). Eles apresentam acao sistémica na planta via floema e xilema, sendo que
sua absorcao pela planta € via floema por meio da associa¢do com fotoassimilados, motivo pelo
qual sdo absorvidos rapidamente pelas folhas (GUEST & GRANT, 1991; ARAUJO et al., 2008;
BUFFARA et al., 2011). Embora sejam comercializados como fertilizantes foliares, sdo
produtos que atuam como indutores de resisténcia e sdo descendentes do fungicida etilfosfonato
fosetyl-Al, o qual, comprovadamente, induz a sintese de fitoalexinas e possui a caracteristica
de movimentar pelo floema da planta (CARMONA & SAUTUA, 2011). Mais recentemente,
os fosfitos e fosfonatos tém sido formulados como sais de manganés, potassio, cobre ou zinco
e posicionados para o controle de oomicetos (RESENDE et al., 2008; MELO et al., 2016). Eles
podem ter efeito diretamente sobre o patdgeno (efeito fungicida ou fungistatico) e ativar a
defesa natural das plantas contra uma série de patégenos (STICHER et al., 1997; SPOLTI et
al., 2015; FERNADES et al., 2016; COSTA et al., 2017).

Os indutores de resisténcia atuam como moléculas sinalizadoras de respostas de defesa,
que ao serem reconhecidas pelas células vegetais, induzem a expressao de genes que codificam
a sintese de compostos de resisténcia (METRAUX et al., 2007). A inducio de resisténcia em
plantas é considerada como uma alternativa no controle de doencas, onde ocorre a ativacdo de
dispositivos naturais de defesa dormentes na planta. Ela pode acontecer evitando e atrasando a
entrada do patdgeno e/ou impedindo sua atividade nos tecidos da planta, por mecanismos de
defesa proprios. Segundo Cavalcanti et al. (2005) e Resende et al. (2007) a resisténcia induzida
em plantas pode ocorrer através do tratamento com fatores bidticos (extratos vegetais,
microrganismos, ou parte desses) ou abidticos (substancias quimicas).

A resisténcia induzida (RI) pode ser dividida em resisténcia sistémica adquirida (RSA)
e em resisténcia sisttmica induzida (RSI), onde em RSA ocorre de forma sistémica ou
localizada em resposta a um patogeno ou por aplicacdo exogena de cido salicilico ou alguns
compostos sintéticos, como o fosfonato, por exemplo; essa resisténcia geralmente é efetiva em
um amplo espectro de patdgenos e estd associada a produgdo de proteinas relacionadas a
patogénese (PRPs); muitas delas possuem atividade antimicrobiana e sdo excelentes

marcadores moleculares para a resposta de resisténcia. Ja a RSI é mediada pelo acido jasmonico
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e o etileno, além de ndo ocorrer acimulo de PRPs (METRAUX, 1997; HAMMERSCHIMIDT,
1999).

Na literatura ndo séo citados trabalhos relacionados ao uso de fosfitos e fosfonatos no
manejo da podridao radicular do feijoeiro, entretanto sdo encontrados trabalhos com a aplicacéo
foliar de fosfitos para controle de doencas de parte aérea em feijoeiro e em diversas outras
culturas. Costa et al. (2017) e Gadaga et al. (2017) mostraram que o uso de formulacGes de
fosfitos, controlaram a antracnose em feijoeiro, proporcionou aumento da atividade de enzimas
de defesa e atuou diretamente sobre o fungo Colletotrichum lindemuntianum. Segundo Silva et
al. (2011), o aumento nas doses de fosfito de potassio promoveu controle do mildio
(Peronospora mashurica) da soja em condigdo de campo. Ademais, a associacdo do referido
fosfito com o fungicida epoxiconazol+piraclostrobina, reduziu a incidéncia da ferrugem asiatica
(Phakopsora pachyrhizi) e do oidio (Microsphaera difusa). Costa et al. (2014) verificaram o
controle da ferrugem e da cercosporiose do cafeeiro com a aplicacéo de fosfito de manganés
em campo com mesma eficécia do fungicida utilizado. De acordo com Pereira et al. (2012), a
aplicacdo de fosfito de potassio promoveu controle do mildio da videira com eficacia superior
a do fungicida comercial testado. Comprovando assim, a eficacia de fosfitos no controle de

diferentes patdgenos, em diferentes cultivos.
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3 MATERIAIS E METODOS

Foram realizados quatro experimentos, sendo dois em condi¢des de campo, um em casa
de vegetagdo e o ultimo em laboratorio. Os experimentos de campo foram conduzidos em
lavouras de feijoeiro localizadas nos municipios de Vianopolis — GO e Leopoldo de Bulhdes —
GO, plantadas com o Cultivar Pérola e irrigadas por pivo central. Ambas as areas apresentavam
incidéncia natural de Fusarium solani f.sp. phaseoli.

O plantio foi realizado em espagamento de 0,5m entre linha e o estande foi de 10 plantas
por metro linear (200000 plantas. ha), de forma mecanizada com semeadora/adubadora. A
adubacio de plantio foi realizada com 350 Kg.ha' do formulado 8-28-16. Todos o0s tratos
culturais foram conduzidos conforme recomendacdo para o feijoeiro. Os ensaios foram
conduzidos em delineamento de blocos casualizados com 09 tratamentos e 4 blocos, sendo a
parcela composta por 4 linhas de plantio e 5m de comprimento. Sua area util foi composta pelos
3m centrais das duas linhas do meio.

Os tratamentos foram aplicados sobre as sementes no sulco de plantio e/ou foliar, por
meio de bico pulverizador acoplado na semeadora/adubadora na dose de 1 ou 2 L.ha? do
etilfosfonato de cobre, em 200 litros por hectare de volume de calda. Os tratamentos utilizados
estdo descritos na tabela 1. Foi utilizado o etilfosfonato de cobre - nome comercial Fulland®-

obtido junto a Satis Industria e Comércio LTDA.

Tabela 1 - Produtos, doses e formas de aplicacdo dos tratamentos testados no ensaio
Produtos / Doses Formas de aplicacao
Sulco de plantio (SP)
Sulco de plantio + aplicacéo foliar em V1 (SP+PV1)
Fosfonato de cobre 1 Sulco de plantio + aplicacédo foliar em V1 e 7 dias ap6s V1
L.hat (SP+PV1+P7DAV1)
Sulco de plantio + aplicagdo foliar em V1, 7 dias ap6s V1e 14
dias ap6s V1 (SP+PV1+P7DAV1+P14DAV1)
Sulco de plantio (SP)
Sulco de plantio + aplicacéo foliar em V1 (SP+PV1)
Fosfonato de cobre de Sulco de plantio + aplicacéo foliar em V1 e 7 dias ap6s V1
cobre 2 L.hat (SP+PV1+P7DAV1)
Sulco de plantio + aplicagdo foliar em V1, 7 dias ap6s V1e 14
dias ap6s V1 (SP+PV1+P7DAV1+P14DAV1)
Testemunha Sem aplicacdo
Fonte: Do autor, 2018
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ApoGs as aplicacbes dos tratamentos, foi realizada uma avaliacdo da severidade da
doenca no estadio V4 (4 trifdlios abertos) nas duas areas experimentais. Para tanto as plantas
foram arrancadas com auxilio de pa para evitar danos nas raizes. Estas foram entdo expostas e
receberam notas visuais de severidade, conforme escala diagramatica proposta por Tolédo-
Souza (2009). O percentual de controle dos tratamentos sobre a severidade foi calculado
conforme Abbott (1925).

Ao fim do ensaio, as parcelas foram colhidas de forma manual. Os gréos foram entao
pesados com umidade de 13% e, com base no peso e a area da parcela, foi determinada a
produtividade e os incrementos proporcionados pelos tratamentos.

O tratamento que promoveu maior controle da doenga foi selecionado (Fosfonato de
cobre 2 L.ha-1 aplicado no sulco de plantio + aplicacao foliar em V1, 7 dias ap6s V1 e 14 dias
apos V1) para a andlise da atividade das enzimas POX, PAL, PPO e SOD. Foi montado um
ensaio em casa de vegetacdo em solucgdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950). Para tanto, as
sementes de feijdo foram plantadas em sementeira de 72 células e, ap6s a emergéncia foram
transplantadas para a solugdo nutritiva com 50% da forca para adaptacdo, sendo em seguida
mudadas para solucéo a 100% da forca.

As plantas foram ent&o pulverizadas com o tratamento selecionado que promoveu maior
controle da doenca e plantas testemunha foram pulverizadas com &gua. Foram ent&o realizadas
coletas do material vegetal (raizes) em dois, quatro e oito dias apds a aplicacdo (DAA) e o
mesmo foi mantido em freezer a -80°C até o inicio das analises. Para o preparo dos extratos,
3,0 g material vegetal de cada tratamento foram macerados separadamente em nitrogénio
liquido. O p6 foi macerado com polivinilpolipirrolidona a 2% e tampéo fosfato 50 mM, pH 7,0.
Os extratos foram centrifugados a 12.000 g a 4°C, por 15 min, e os sobrenadantes utilizados
para as analises enzimaticas.

A quantificagdo da proteina total foi realizada segundo Bradford (1976), ajustada para
microquantidades. Placas de 96 poc¢os receberam 30 pL da amostra e 170 pL do reagente de
Bradford. Apo6s 10 min a temperatura ambiente de 25°C, foi feita a leitura das microplacas a
595 nm. A curva-padréo foi preparada com albumina sérica bovina (BSA) entre 0 e 100 ug e
os resultados corresponderam a média de trés replicatas.

A atividade da PAL foi determinada conforme metodologia descrita por Zucker (1965).
Adicionaram-se 5 pul do extrato enzimatico, ajustado para 200 pL de solucédo, contendo Tris-
HCI 100mMpH 8,8 e L-fenilalanina 50 mM. Apds incubacdo a 37°C, por 20 minutos, a
absorbancia foi medida a 280nm. O coeficiente de extingdo molar de 5000mM* cm™ foi usado

para calcular a atividade da PAL.
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A atividade SOD foi determinada pela capacidade da enzima de inibir a fotorredugéo
do azul de nitrotetrazolio (NBT), conforme Giannopolitis & Ries (1977), em microplacas com
96 cavidades. A reacao foi composta por 10 uLL do extrato enzimatico 31 uL de agua, 2 puL de
riboflavina 0,2 mM, 2 uL. de EDTA 10 uM, metionina 70 mM, tampao fosfato de potassio 100
mM pH 7,8 e 15 uL de NBT 1 mM. As placas foram incubadas por sete minutos em camara
fechada com lampada fluorescente de 30W. Posteriormente, a leitura foi realizada a 560 nm e
a unidade da enzima correspondeu a sua capacidade de inibir em 50% a fotorreducao do NBT.

A atividade da POX foi avaliada conforme metodologia de Urbanek et al. (1991). A
mistura de reacdo foi composta por 30 pul. da amostra, 20 puL. de guaiacol 50 mM, 20 uL de
peroxido de hidrogénio (H202) 125 mM e 130 uL do tampdo de extracdo. A absorbancia foi
mensurada a 480 nm e o coeficiente de extingdo molar de 1,23 mM* cm™ foi utilizado para
calcular a atividade da POX (CHANCE & MAEHLEY, 1955). Apds incubacdo, os valores de
absorbancia foram avaliados em dois momentos da reacéo, e a atividade das peroxidases foi
expressa em variagao da absorbancia a 470 nm por minuto por pg de proteina.

A atividade da PPO foi determinada segundo metodologia proposta por Kar e Mishra
(1976). Adicionaram-se 20uL do extrato enzimatico, ajustado para 200uL de solug¢ao contendo
fosfato de potassio 70mM pH 7,0 e catecol 20mM. Apo6s incubacédo a 30°C, por dez minutos, a
absorbancia foi medida a 410nm. O coeficiente de extingdo molar de 1,235mM™ cm™ foi
utilizado para calcular a atividade da PPO.

No laboratdrio de Fisiologia do Parasitismo da Universidade Federal de Lavras foi
realizado um teste de toxidez direta in vitro. Para tanto foram utilizados cinco isolados de F.
solani f.sp. phaseoli, da colecdo micoldgica de Lavras, disponibilizados pelo Laboratério de
Sistematica e Ecologia de Fungos, também da Universidade Federal de Lavras, listados na
tabela 2. Os tratamentos utilizados foram: o fungicida Bendazol (registrado para a cultura do
feijao), acibenzolar-S-metil (ASM) (fungicida indutor de resisténcia) e o Etilfosfonato de cobre
alL.ha'le2 L.hat, além da testemunha. Esses produtos foram misturados ao meio fundente
de BDA, nas respectivas doses, enquanto este era vertido em placas de Petri de 9 cm de
didmetro. Apos a solidificacdo do meio de cultura, foi colocado no centro de cada placa um
disco de micélio de 5 mm de didmetro. As avaliacdes foram feitas a cada 24 horas durante sete
dias medindo-se o didmetro da colonia do patégeno em dois sentidos diametralmente opostos,
com um paquimetro digital. O experimento foi interrompido quando a testemunha cresceu em
toda a placa. Com base nos diametros médios diarios, determinou-se o indice de velocidade de
crescimento micelial (IVCM), conforme metodologia de Maguire (1962). O delineamento

experimental foi inteiramente casualizado, com cinco tratamentos, quatro repeticdes e parcela
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experimental composta por uma placa em camara de crescimento BOD, com temperatura de 24
+ 2°C e fotoperiodo de 12 horas.

Foi realizada analise conjunta dos dados para os experimentos de campo. Em caso de
ndo diferenca estatistica das areas, foi considerada a média da severidade e da produtividade.
Em seguida os dados obtidos em todos os ensaios, incluindo os de casa de vegetacdo e
laboratdrio, os pressupostos da analise de variancia foram verificados por submissdo dos
residuos aos testes de Shapiro-Wilk, Barlet e Durbin-Watson e, em caso de significancia, 0s
dados foram transformados para V(X+1). Para a analise de variéncia os dados foram submetidos
ao teste F e em caso de significancia as médias foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5%

(p<0,05). Todas as analises estatisticas foram realizadas no software R 3.1.3.

Tabela 2 — Isolados disponibilizados pelo Laboratério de Sistematica e ecologia de fungos da
Universidade Federal de Lavras

Procedéncia dos Isolados

Isolados
Cidade / Estado
CML 1834 Vicosa — Minas Gerais
CML 1835 Vicosa — Minas Gerais
CML 2046 Patos de Minas — Minas Gerais
CML 2047 Lavras — Minas Gerais
CML 2048 Lavras — Minas Gerais

*AbreviacGes das colegdes de culturas: CML — Cole¢do Micoldgica de Lavras, Departamento de
Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras, Lavras, Minas Gerais.

Fonte: Do autor, 2018
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Verificou-se diferencga entre as duas areas para a severidade e para a produtividade e,

portanto, ndo foi realizada a média dessas variaveis, sendo cada area discutida separadamente.

Para a severidade da podriddo radicular do feijoeiro, todos os tratamentos diferiram da

testemunha na area de Leopoldo de Bulhdes. Os tratamentos com duas, trés e quatro aplicagdes

do etilfosfonato de cobre a 2 L.ha® foram mais efetivos e proporcionaram controles de 45 a

49%. Todos os esquemas de aplicacdo na dose de 1 L.ha™ e a aplicagdo do etilfosfonato a 2

L.ha apenas no sulco de plantio apresentaram comportamento intermediario e proporcionaram

controles de 21 a 38% (Figura 1A). Na area de Viandpolis, todos os tratamentos diferiram

significativamente da testemunha. Os tratamentos na dose de 2L. ha'* foram os mais efetivos e

proporcionaram controle de 44 a 51%. Os tratamentos na dose de 1L. ha apresentaram

comportamento intermediario e proporcionaram controle de 26 a 35% (FiguralB).

Figural - Efeito de etilfosfonato de cobre na severidade da podriddo radicular do feijoeiro em

Leopoldo de Bulhdes (A) e Vianopolis (B)
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*Qs tratamentos foram aplicados nas doses de 1 e 2 L.ha, em diferentes épocas: sulco de plantio (SP);
estadio vegetativo 1 (PV1); 7 dias ap6s V1 (P7TDAAV1) e 14 dias ap6s V1 (P14DAAV1). Barras com

mesma letra ndo diferem pelo teste Scott-Knott (p<0,05).

Fonte: Do autor, 2018
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Jé& para a produtividade, todos os tratamentos, exceto o etilfosfonato de cobre aplicado
uma e duas vezes na dose de 1 L.ha™, diferiram significativamente da testemunha em Leopoldo
de Bulhdes. O tratamento com quatro aplicacdes do etilfosfonato de cobre na dose de 1L.ha™
foi o mais efetivo e proporcionou incremento de 25%. Os demais tratamentos apresentaram
comportamento intermediario, ndo diferiram entre si e proporcionaram incrementos de 7 a 11%
(Figura 2A). Na area de Vianopolis, os tratamentos ndo diferiram da testemunha e

proporcionaram incrementos de 8 a 16% (Figura 2B).

Figura 2 - Efeito de etilfosfonato de cobre na produtividade da podridao radicular do feijoeiro
em Leopoldo de Bulhdes (A) e Viandpolis (B).
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*Qs tratamentos foram aplicados nas doses de 1 e 2 L.hat, em diferentes épocas: sulco de plantio (SP);
estadio vegetativo 1 (PV1); 7 dias apés V1 (P7TDAAV1) e 14 dias ap6s V1 (P14DAAV1). Barras com
mesma letra nédo diferem pelo teste Scott-Knott (p<0,05).

Fonte: Do autor, 2018
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O tratamento com etilfosfonato de cobre a 2 L.ha* aplicado no sulco de plantio, no
estadio V1, sete e quartoze dias apds V1, foi o que promoveu maior controle da doenga. Por
este motivo foi selecionado para os testes bioquimicos das enzimas. Ao longo das avaliacdes,
o etilfosfonato de cobre ndo apresentou aumento na atividade das enzimas PAL, SOD e PPO,
entretanto promoveu aumentos na atividade da POX, em relagdo a testemunha, aos dois, quatro
e oito dias apds aplicacdol (DAAL), aos dois dias apos aplicacdo 2 (DAA2), aos dois, quatro e
oito dias ap0s aplicacdo 3 (DAAS3) e aos quatro e oito dias apos aplicacdo 4 (DAA4) (Figura
3). No calculo da area abaixo da curva de progresso da atividade das enzimas, comprovou-se
que para a PAL, SOD e PPO plantas pulverizadas com etilfosfonato de cobre ndo diferiram da
testemunha. Enquanto que para a POX, o tratamento com etilfosfonato de cobre teve maior
atividade enzimatica e diferiu da testemunha (Tabela 4). Portanto o produto proporcionou maior

atividade de uma importante enzima de defesa em feijoeiro.

Figura 3 - Progresso da atividade das enzimas PAL, SOD, POX e PPO, ao longo das avaliagdes,
em funcdo da aplicagdo de etilfosfonato de cobre 2 L.ha? aplicado no sulco de
plantio + aplicacéo foliar em V1, 7 dias ap6s V1 e 14 dias ap6s V1, comparado com

a testemunha.
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Fonte: Do autor, 2018
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Figura 4 - Area abaixo da curva de progresso da atividade das enzimas PAL, SOD, POX e PPO.
Barras seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, a 5% (p<0,05), pelo teste de

Tukey.
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Fonte: Do autor, 2018

No teste in vitro de toxidez direta (Tabela 3), os tratamentos com etilfosfonato de cobre
1 e 2 e o fungicida bendazol, diferiram da testemunha e entre si. JA o tratamento com
acibenzolar-S-metil (ASM) s6 se diferenciou da testemunha em 01 isolado, porém ndo o
suficiente para afirmar que é toxico a ele. Pode-se constatar que todos os isolados testados
tiveram toxidez ao etilfosfonato de cobre nas duas concentragdes utilizadas.

Com isso podemos inferir que o etilfosfonato de cobre, além de induzir a atividade da
POX em feijoeiro, atua diretamente sobre Fusarium solani f.sp. phaseoli, pois causou toxidez

e limitou seu desenvolvimento.

Tabela 3 - indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e Inibicdo (%) para cada
isolado de Fusarium solani f.sp. phaseoli nos diferentes tratamentos. (Continua)

Isolados / Tratamentos (IVCM)

Lo - -
Inibicéo (%) Test  ASM Etllfoslfonato Etllfoszfonato Fungicida
CML 1834 3,03a 3,05ab 2,49 bc 2,33¢ 0,00 d

Inibicéo (%) 0 0 18 23 0
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Tabela 3 - indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e Inibicao (%) para
cada isolado de Fusarium solani f.sp. phaseoli nos diferentes tratamentos.
(Conclusao)

CML 1835 3,07a 3,06a 237D 224D 0,00 ¢
Inibicdo(%) 0 0 23 27 100
CML 2046 2,79a 2,77a 2,19 b 1,32¢ 0,00d
Inibicdo(%) 0 1 22 53 100
CML 2047 2,65a 1,93Db 1,07 c 0,48 d 0,00
Inibicdo(%) 0 27 60 82 100
CML 2048 267a 250a 1,84 b 1,86b 043¢
Inibicdo(%) 0 6 31 30 84

*Abreviacdes das cole¢bes de culturas: CML — Colecdo Micoldgica de Lavras, Departamento de
Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras, Lavras, Minas Gerais.

*Tratamentos: Testemunha (Test); acibenzolar-S-metil (ASM); Etilfosonato de cobre 1 L.ha?
(Etilfosfonato 1); Etilfosfonato de cobre 2 L.ha (Etilfosfonato 2); Bendazol (fungicida)

Fonte: Do autor, 2018

Verificou-se em ambas as areas experimentais maior controle da doenca nos esquemas
de aplicacdo do etilfosfonato de cobre a 2 L.ha. Esse efeito levou a ativagdo de defesa do
feijoeiro por um tempo maior, pois, ap6s cada uma das aplicagdes do produto, a atividade da
POX aumentou em relacdo a testemunha. Isto possivelmente levou a maior lignificacdo das
raizes do feijoeiro e a consequente resisténcia das plantas a penetracdo do patdgeno.

Na literatura ndo s&o citados trabalhos sobre fosfitos ou fosfonatos no controle de
Fusarium solani em feijoeiro. Entretanto, trabalhos com outras culturas e patégenos mostram
que estes produtos promovem controle de doengas pela ativagdo dos mecanismos de resisténcia
das plantas e por meio de toxidez direta. Alexandre et al. (2014) verificaram que uma
formulacgdo comercial de fosfito de potassio aplicada nas doses de 1,25 e 1,75 g.L ! reduziu
significativamente a incidéncia da antracnose (Colletotrichum tamarilloi) em frutos de jilo
(Solanum gilo) e promoveu incrementos significativos na expressdo das enzimas ascorbato
peroxidase, catalase e polifenoloxidase. Segundo Peruch et al. (2007) e Pereira et al. (2010),
formulacGes comerciais de fosfitos de potassio apresentam eficacia no controle do mildio

(Plasmopora viticola) da videira (Vitis vinifera) com efeito similar ao do fungicida comercial.
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Ja de acordo com Araujo et al. (2008) uma formulacdo comercial de fosfito de potéassio
apresenta eficicia no controle da mancha foliar gala (Colletotrichum gloeosporioides) em
macieira (Malus domestica).

De acordo com Barros et al. (2010) e Carvalho (2012), a inducédo de resisténcia das
plantas a um determinado patégeno pode induzir a mesma a direcionar os produtos da
fotossintese, utilizados no crescimento e desenvolvimento, para gerar as defesas constitutivas
relacionadas ao metabolismo secundario, constituindo estes desvios em um custo adaptativo
que trard um atraso nos processos do metabolismo primario e reduzira a produtividade. No
presente trabalho os tratamentos com dois, trés ou quatro aplicacdes do fosfito na dose de 2
L.hat promoveram maior controle da doenga, porém promoveram um incremento menor na
produtividade quando comparados ao tratamento com quatro aplica¢fes do produto na dose de
1L.hat. A maior quantidade de produto aplicado possivelmente levou as plantas a uma maior
ativacdo do sistema de defesa. Com isso, as plantas tiveram sua producéo reduzida. J& no caso
do tratamento com quatro aplicacdes na dose de 1L.ha™l, este efeito foi menor e a producéo
alcancada maior.

Trabalhos com a cultura do feijoeiro corroboram com os resultados obtidos neste ensaio.
Segundo Hoffmann et al. (2012), a aplicacdo de acibenzolar-S-metil em plantas de feijoeiro
promoveu custo metabdlico, e com isso reduziu a produtividade do feijoeiro em condicdes de
infestacdo natural do crestamento bacteriano em campo. Ja Kuhn & Pascholati (2010)
verificaram reducdo no crescimento do feijoeiro inoculado com Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli e tratadas com acibenzolar-S-metil.

Assim, temos resultados que comprovam a eficiéncia do uso de fosfitos e fosfonatos
para o controle de doencas em vérias culturas, e somados aos resultados apresentados no
presente trabalho tornam-se uma alternativa vidvel para auxiliar o produtor no manejo da

podridao radicular do feijoeiro.
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5 CONCLUSOES

O etilfosfonato de cobre promoveu o controle da podriddo radicular do feijoeiro quando
aplicado no suco de plantio ou quando aplicado no sulco de plantio seguido de uma, duas ou
trés aplicacOes na parte aérea na dose de 2 L.ha™. Este produto proporciona incrementos na
produtividade do feijoeiro na dose de aplicados 1L.ha™ no sulco e em mais 03 aplicacdes
foliares. A aplicagdo do etilfosfonato de cobre induziu o aumento na atividade da enzima
peroxidase de guaiacol em plantas de feij&o.

Pode-se inferir que o etilfosfonato de cobre, além de indutor de resisténcia da planta,
atuou diretamente sobre o patégeno, pois causou toxidez direta ao fungo e limitou seu

desenvolvimento in vitro.
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