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RESUMO

A soja (Glycine max (L.) Merril), pertencente a familia Fabaceae, é a principal cultura de grédos
produzida no Brasil. Dentre os fatores que limitam o rendimento da soja destaca-se a ocorréncia
de doencas, como a antracnose, cujo agente etiolégico é o fungo Colletotrichum truncatum.
Essa doenca causa perdas econdmicas significativas em lavouras, podendo se manifestar desde
o plantio até o final do ciclo da cultura. Dentre as medidas de controle mais utilizadas, o controle
quimico se destaca em sua eficiéncia no manejo de doencas da soja, sendo o uso de fungicidas
cupricos uma alternativa de estratégia anti-resisténcia. Este trabalho teve como objetivo avaliar
o efeito do tetraaminoetanol de cobre no manejo da antracnose em soja e nos mecanismos de
defesa da planta ao patogeno. O tetraaminoetanol de cobre foi avaliado nas doses de 1,25,2,0 e
3,0 mL L? aplicadas isoladamente e em associagdo com o fungicida fluxapiroxade +
piraclostrobina nas plantas em estadio V7. Os experimentos foram conduzidos em condices in
vitro e casa de vegetacdo. No experimento in vitro foi avaliada a eficiéncia do tetraaminoetanol
na reducéo do crescimento micelial de C. truncatum, na producéo de esporos e na viabilidade
dos mesmos. No experimento em casa de vegetacdo, plantas de soja foram inoculadas com o
fungo C. truncatum 3 dias apés a aplicacdo do cobre. A severidade da doenca nas folhas foi
avaliada semanalmente apds o aparecimento dos primeiros sintomas. Para a quantificacdo da
atividade das enzimas fenilalanina amonia-liase (PAL), peroxidase (POX) e polifenol oxidase
(PPO) e dos teores de compostos fenolicos sollveis totais e lignina soltvel foram realizadas
coletas de folhas as 0, 24, 48 e 72 horas ap0s a aplicagdo do produto e as 24, 48 e 72 horas ap0s
a inoculacdo do patégeno. O delineamento utilizado no experimento in vitro foi inteiramente
casualizado com 6 repeti¢cdes e em casa de vegetacédo, blocos casualizados com 4 repeticdes.
Tetraaminoetanol de cobre nas doses de 2 mL e 3 mL L™ inibiram a esporulagdo do C.
truncatum em placas de Petri, porém ndo inibiram o crescimento micelial. Os mesmos
tratamentos controlaram a severidade da antracnose em casa de vegetacdo e aumentaram a
atividade das enzimas PAL e PPO e a producdo de lignina soltvel nas plantas. Sugere-se que 0
tetraaminoetanol de cobre agiu de forma protetiva nas folhas, inibindo a esporulacdo e
colonizacdo, e contribuiu para a ativagdo de mecanismos de defesa constitutiva.

Palavras-chave: Glycine max. Colletotrichum truncatum. Controle quimico. Mecanismos de
defesa.



ABSTRACT

Soybean (Glycine max (L.) Merril), belonging to the Fabaceae family, is the main grain crop
produced in Brazil. Among the factors that limit soybean yields is the occurrence of diseases,
such as anthracnose, whose etiological agent is the fungus Colletotrichum truncatum. This
disease causes significant losses in crops and can occur from planting until the end of the crop
cycle. Among the most used control measures, chemical control stands out in its efficiency in
the management of soybean diseases, and the use of copper fungicides is an alternative anti-
resistance strategy. The objective of this work was to evaluate the effect of copper
tetraaminoethanol in the management of anthracnose in soybeans and in the defense
mechanisms of the plant against the pathogen. The product was evaluated at different doses
with isolated applications and in association with the fungicide fluxapyroxad + pyraclostrobin
in plants at the V7 stage. The experiments were conducted under in vitro and greenhouse
conditions. The in vitro experiment evaluated the efficacy of tetraaminoethanol tested at
different doses in reducing C. truncatum mycelial growth, spore production and spore viability.
For the experiment conducted in the greenhouse, copper was applied and 3 days after the
application, the pathogen inoculation was performed. The severity of the disease on the plants
was evaluated weekly after the occurrence of the first symptoms. After the application of the
products, leaves were collected at different times (after application of the product and after
inoculation of the pathogen) to quantify the activity of the enzymes phenylalanine ammonia-
lyase (PAL), peroxidase (POX) and polyphenol oxidase (PPO) and the levels of total soluble
phenolic compounds and soluble lignin. The design used in the in vitro was completely
randomized with 6 replications and in a greenhouse, randomized blocks with 4 replications.
Copper tetraaminoethanol in isolated doses inhibited C. truncatum sporulation in Petri dishes,
but did not inhibit mycelial growth. The product in doses of 2 mL and 3 mL ha it controlled
the severity of anthracnose in the greenhouse, increased the activity of PAL and PPO enzymes
and the production of soluble lignin in the plants. It is suggested that the copper
tetraaminoethanol acted in a protective manner on the leaves, inhibiting sporulation and
colonization, and presented a systemic effect on plants, contributing to the activation of
constitutive defense mechanisms.

Keywords: Glycine max. Colletotrichum truncatum. Chemical control. Defense mechanisms.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merril) é uma planta oleaginosa, com producao destinada a
varias finalidades, incluindo fonte de alimentacdo animal e producdo de biocombustiveis
(DOMINGUES et al., 2014). Atualmente, é a principal cultura de gréos produzida no Brasil.
De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2022) a estimativa da
producdo na safra 2021/22 ¢é de 122,8 milhdes de toneladas, queda de 14,4% em relacéo a safra
anterior. Esses numeros podem ser explicados devido a fatores climéticos enfrentados na regido
Sul do pais e que ocasionaram reducdo nos indices de produtividade. Dentre os estados
brasileiros produtores de grdos, o0 Mato Grosso ocupa o primeiro lugar, sendo responsavel por
cerca de 31,3% da producdo nacional (CONAB, 2022).

Apesar da alta producdo da cultura, a busca crescente por maiores produtividades é
constante. Dentre os fatores que mais limitam a produtividade estdo as doencas de plantas,
principalmente aquelas que acometem no final do ciclo da cultura, responsaveis por perdas
significativas. Doencas como a ferrugem asiatica, antracnose, mancha alvo, requeima, podridédo
vermelha da raiz, mofo branco e oidio se destacam como as principais doencas da cultura (ITO,
2013).

Com o intuito de minimizar as perdas na produtividade é indicado o uso do manejo
adequado do sistema para reduzir a resisténcia dos fungos aos fungicidas. O controle quimico
ainda é o método mais utilizado nas lavouras no controle de doengas em plantas devido a sua
maior eficiéncia de aplicagdo em relagdo aos demais modos de controle. No entanto, 0 uso dessa
pratica sem estratégias de manejo adequado pode ocasionar a selecdo de fungos resistentes,
comprometendo a eficiéncia da molécula fungicida (GHINI; KIMATI, 2002), como também,
causar impactos negativos ao meio ambiente.

Um dos impactos ocasionados pela resisténcia na cultura da soja € a baixa eficiéncia dos
ingredientes ativos, dificultando as estratégias de manejo de doencas. Uma alternativa para
contornar esse problema é o uso de uma mistura de fungicidas sistémicos, como triazois e
estrobirulinas com fungicidas protetores, por exemplo, os cupricos (GODOY, 2012; REIS et
al., 2019; SIKORA et al., 2014). A fonte de cobre utilizada neste trabalho é a tetraaminoetanol
de cobre, que ainda carece de estudos sobre a sua eficiéncia no controle de doencas, bem como

0s mecanismos bioquimicos de defesa das plantas ativados apds o ataque de patdgenos.
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Como mecanismos de defesa, as plantas produzem compostos fendlicos como as
ligninas, formadas a partir da rota dos fenilpropanoides. Nessa rota participam enzimas chave
como a fenilalanina amdnia-liase (PAL), primeira enzima da rota, que sintetiza o acido trans-
cindmico a partir da L-fenilalanina derivada do metabolismo primario (ZHANG & LIU, 2015).
A peroxidase (POX), por sua vez, é a ultima enzima da rota dos fenilpropanoides, responsavel
por polimerizar os monolignois (FREI, 2013). Outra enzima de grande importancia ¢ a polifenol
oxidase (PPO), que esté relacionada & oxidagcdo de compostos como &cido ascdrbico e fendis, e
a lignificacdo (RAES et al., 2003).

A utilizacdo de fungicidas protetores como estratégias anti-resisténcia esta sendo cada
vez mais relevante para os produtores e empresas. Diante desse fato e visando a importancia de
manter um manejo adequado, este trabalho avaliou o efeito de aplicacdes foliares de cobre
(tetraaminoetanol de cobre) no controle da antracnose e na ativacdo dos mecanismos de defesa

da planta apds o ataque do patdgeno em questao.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura da soja

A soja (Glycine max (L.) Merril) é uma planta oleaginosa (leguminosa) de origem
asiatica, pertencente a familia Fabaceae. A cultura apresenta cultivares de porte determinado,
indeterminado e semi-determinado. Forma vagens em seu estagio reprodutivo e apresenta graos
com tegumento marrom ou amarelo-palha, dependendo da cultivar (THOMAS et al., 2018).

A soja é considerada a principal cultura de grdos produzida no Brasil. Seu cultivo tem
cerca de cinco mil anos, originario da China, podendo ser usado como fonte de alimento, tanto
para humanos quanto animais (BORGES et al., 2017). A introducéo da soja no Brasil ocorreu
em 1882, no estado da Bahia (BORGES et al., 2017), e tem crescido progressivamente sua
producdo em &rea cultivada no pais. A producdo da soja é destinada a fabricagdo de farelo,
racao animal e 6leo para consumo humano, entre outros biocombustiveis (DOMINGUES et al.,
2014).

A soja é considerada uma commodity sendo um dos principais itens da Balanca
Comercial Brasileira. De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB,
2022) a estimativa da producdo na safra 2021/22 e de 122,8 milhdes de toneladas, queda de
14,4% que pode ser explicada devido a fatores climaticos enfrentados na regido Sul do pais e
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que ocasionaram reducdo nos indices de produtividade. Os estados de Mato Grosso, Parana e

Goiéas apresentam os maiores indices de producdo em toneladas do grdo (CONAB, 2022).

2.2 Manejo de doencas na soja

As doencgas de plantas sdo responsaveis por perdas significativas na cultura da soja
destacando-se a ferrugem asiatica, antracnose, mancha-alvo, requeima, podriddo vermelha
da raiz, mofo branco e oidio (ARRUDA et al., 2012).

A ferrugem asiatica, causada pelo fungo Phakospora pachyrhizi, ¢ uma das principais
doencas da soja. Essa doenca tem sintomas evidentes nas folhas, caracterizados por lesdes de
coloracdo bronzeada ou pardo-avermelhadas com muita esporulacdo. As condicdes
determinantes para o estabelecimento da doenca sdo molhamento foliar e temperatura
noturna entre 18 e 24 °C. A semeadura antecipada com cultivares precoces e resistentes
ajudam a diminuir a pressdao do inoculo e também favorecem o controle quimico. Os
fungicidas preventivos sdo consideradas estratégias eficazes no controle da doenca
(NAVARINI et al., 2007).

Os sintomas da mancha alvo (Corynespora cassicola) caracterizam-se por pequenos
anéis concéntricos com halo amarelo nas folhas, que crescem até aproximadamente 2 cm e
tem coloracdo parda em formato circular. Ap6s o estabelecimento da doenca, é possivel
observar desfolha prematura na lavoura, presente em cultivares susceptiveis, assim como o
apodrecimento de vagens e hastes. O fungo também ataca as sementes (ALMEIDA et al.,
2005; SNOW; BERGGREN, 1989). Atualmente, a mancha alvo tem causado grandes danos
nas lavouras, principalmente na regido Centro-Oeste, alertando os produtores para tal doenca
(RIBEIRO et al., 2016). Como controle para mancha alvo, recomenda-se o uso de cultivares
resistentes, tratamento de sementes, rotacdo de culturas e a aplicacdo de fungicidas
(ALMEIDA et al., 2005).

Rhizoctonia solani e Fusarium solani sdo patégenos de solo, causadores de doengas
radiculares. Causam normalmente murchas e podriddes e 0s sintomas iniciais aparecem nas
raizes. No caso da R. solani, agente causal da requeima, o0s sintomas séo caracterizados por
manchas de coloracdo escura na haste (GODOY et al., 2016). Na podriddo vermelha, causada
por F. solani, os sintomas séo a descoloragdo vascular acastanhada que se estende em diregéo

ao caule e folhas cloréticas que se tornam necréticas (HARTMAN et al., 2015). Para o controle
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tanto da requeima quanto da podriddo vermelha é recomendado o manejo de todo o sistema
associado a menores estandes e tratamento de sementes (BASSETO et al., 2007).

O mofo branco, doenca cujo agente etiolégico € o fungo Sclerotinia sclerotiorum,
produz uma estrutura de resisténcia denominada esclerodio, capaz de dificultar seu controle em
determinados cultivos. Essa estrutura garante a propagacdo do patogeno por diversas areas.
Condicbes de umidade e temperaturas amenas favorecem a infeccdo e o aparecimento de
sintomas nas plantas, iniciando-se por necrose nas folhas (CHEN; WANG, 2005). O controle
utilizado pode ser quimico com fungicidas no tratamento de sementes e aplicagcdo nos 6rgaos
aéreos, visando a reducdo da intensidade da doenca (TUPICH et al., 2017).

O oidio da soja (Erysiphe diffusa) ganhou importancia econdmica a partir da safra
1996/97, quando ocasionou perdas de até 40% (SARTORATO; YORINORI, 2001). O
patdégeno é considerado modelo de estudo para muitas pesquisas envolvendo doengas com
outros fitopatogenos devido a sua rapida proliferacdo e facil inoculagdo, muitas vezes
resultando em colonizacgéo espontanea. As condicdes favoraveis para o aparecimento de oidio
em soja séo alta umidade relativa do ar, temperatura entre 18° e 20 °C e baixa precipitacdo, 0
ciclo dura entre sete a dez dias (PICCINI; FERNANDES, 2003).

O uso de cultivares resistentes € uma boa opc¢édo de controle da doenca, porém ndo € a
mais viavel, visto que muitas delas ndo sdo recomendadas ou ndo estdo disponiveis para
determinadas regides. A partir disso, 0 método mais eficiente é o controle quimico aplicado de
forma preventiva (TOIGO et al., 2008).

2.3 Antracnose

A antracnose, doenca cujo agente etioldgico é o fungo Colletotrichum truncatum, é
considerada atualmente uma das principais doengas da soja pois pode prejudicar todo o ciclo
da cultura, desde as sementes até a planta adulta. As condicGes ideais para o estabelecimento
da doenca sdo temperaturas acima de 25 °C e alta umidade relativa, condigdes tipicas do
bioma Cerrado (DIAS et al., 2016).

Esse fungo foi descrito pela primeira vez por Andrus & Moore (1935) e pertence ao
filo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Glomerellales, familia Glomerellaceae. Em
sua caracterizagdo morfoldgica o fungo apresenta conidios unicelulares, hialinos, septados e
acervulos pretos com setas como uma forma de estrutura de resisténcia (PUTZKE et al.,
2002).
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A doenca causa a morte de plantulas, necrose em folhas e vagens, manchas nas hastes
e perdas que podem chegar a 100% sob condicGes favoraveis ao patogeno (DIAS et al., 2019;
HARTMAN et al., 2016; ROGERIO et al., 2016). A deteccdo do fungo antes do plantio é
fundamental (MACHADO, 2000). Plantulas procedentes de sementes contaminadas
apresentam necrose nos cotilédones que podem expandir para o hipocotilo, resultando no
tombamento.

O tratamento de sementes e a pulverizagdo com fungicidas séo as principais medidas
de controle da doenca (MACHADO, 2000; PEREIRA et al., 2009). Outra opgéo para o
controle da doenca é mediante o uso da resisténcia genética. Nos Estados Unidos, a cultivar
Mandarim 507 apresentou alta resisténcia a antracnose quando comparada com a cultivar
Williams 82 (HARTMAN, 2015). No Brasil, estudo mostra niveis de resisténcia entre
cultivares, porém sem imunidade a doenca (COSTA et al., 2006).

Nataraj et al. (2020) identificaram genes de resisténcia em um banco de germoplasma
de soja, onde 5 genotipos se apresentaram como altamente resistentes a antracnose. Esse
estudo mostra a importancia do investimento em programas de melhoramento e de se mapear
0S genes que governam a resisténcia.

Outras medidas de controle também podem ser utilizadas no manejo da antracnhose em
soja: manejo adequado do solo, rotacdo de culturas, aumento no espacamento entre plantas e
entre linhas (controle da populacéo de plantas), uso de sementes idoneas (certificadas), boa
adubacdo, medidas preventivas no geral. (BASSO et al., 2015; KIMATI et al., 1997).

2.4 Resisténcia de fungos a fungicidas

A resisténcia aos fungicidas pode ser definida quando um patdégeno em sua populacéo
se torna resistente a um determinado grupo quimico aplicado. A resisténcia pode nem sempre
ser completa, podendo ter apenas uma sensibilidade reduzida (BRADLEY et al., 2020). Para
gue a resisténcia aos fungicidas se desenvolva, os isolados resistentes ja devem estar na
populacdo. Em geral, mutacGes naturais sao responsaveis por isolados resistentes (BRADLEY
et al., 2020).

Por ser um método eficiente na maioria dos casos, 0 uso do controle quimico nas

lavouras ainda é a forma mais utilizada no controle de doencas em plantas. No entanto, 0 uso

dessa pratica sem estratégias de manejo adequado pode ocasionar a selecdo de fungos
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resistentes a fungicidas, comprometendo a eficiéncia do mesmo, e também causar impactos
negativos ao meio ambiente. Questdes como dose de produtos, quantidade e forma de
aplicacdo, praticas agricolas, caracteristicas de solo e relevo da propriedade interferem nessa
eficiéncia por ocasior 0 processo de resisténcia a fungicidas (SPADOTTO; BETTIOL, 1997).

Os motivos pelos quais as resisténcias ocorrem e seus diferentes tipos sdo:
detoxificacdo, desvio do sitio bloqueado, ndo conversdo do composto, reducdo de afinidade
do sitio, aumento no fluxo de fungicida, entre outros (DELP et al., 1988; DEZEM et al., 2019).
Para maior controle das moléculas e reducdo nos casos de resisténcia dos ativos criou-se 0
Comité de Acdo de Resisténcia a Fungicida (FRAC), responsavel por classificar os diferentes
grupos de fungicidas e gerenciar a resisténcia a fungicidas.

Para que se entenda os tipos de resisténcia, € imprescindivel entender os mecanismos
de acdo dos fungicidas nas plantas. Os exemplos de resisténcia a fungicidas mais comuns séo
as estrobirulinas e os triazois. As estrobirulinas blogueiam diretamente a transferéncia de
elétrons pelo complexo citocrémico, através da inibicdo da Oxido-redutase de
ubihidrogquinona-c citocromo c. Ja no caso dos triazdis, varios mecanismos de resisténcia estdo
envolvidos, como por exemplo, alteracdo na sintese de ergosterol (GHINI & KIMAT], 2002).

Fungicidas inibidores de quinona oxidase (Qol, estrobilurinas) foram introduzidos no
mercado em 1990 e a resisténcia de fungos a esta classe quimica foi documentada em 1998
(BRENT; HOLLOMON, 1998; PARREIRA et al., 2009). Desde entdo aproximadamente 60
espécies de fungos em mais de 20 culturas tém sido identificadas como resistentes aos
fungicidas Qol, incluindo a cultura da soja (FRAC, 2013).

Prince et al. (2015) relataram a ocorréncia de resisténcia em isolados de Cercospora
kikuchii (mancha puarpura) a fungicidas Qol em Louisiana, EUA. O mesmo ocorre com
isolados de Cercospora sojina, agente etiolégico da mancha “olho-de-rd”. Em diversos
trabalhos foi reportada a ocorréncia de resisténcia dos patdgenos a fungicidas Qol, em diversos
locais nos Estados Unidos (STANDISH et al., 2015; ZHANG, 2012; ZANG et al., 2018;
ZENG et al., 2015).

Xavier et al. (2013) avaliaram a sensibilidade do carbendazim e do protioconazol em
uma amostra de 24 isolados de Corynespora cassiicola na soja colhida de 1996 a 2011 nos
estados do Parana, Mato Grosso e Sao Paulo (Brasil) e Corpus Christi (Paraguai). Os valores
da concentracdo efetiva de 50% (EC50) foram estimados pela reducéo relativa do crescimento
de micélio no meio alterado por fungicida com as doses de 0, 0,5, 1, 10, 100 e 1000 pg de

ingrediente ativo/mL. Para o carbendazim quatro isolados altamente resistentes



17

(EC50>50ug/mL) foram observados em amostras coletadas no Mato Grosso em 2008, e no
Parana e Mato Grosso em 2011. Os valores de EC50 para o protioconazol variaram de 0,47
pg/mL a 26,44 pg/mL (média de 5,02 pg/ml). Segundo os autores, tais resultados reforcam a
ocorréncia de resisténcia de C. cassiicola ao fungicida benzimidazol nos estados do Parana e
Mato Grosso.

A sensibilidade de populagbes de Phakopsora pachyrhizi aos fungicidas
ditiocarbamato, cloronitrila, triazol, estrobilurina e carboxamida foram avaliadas por Juliatti
et al. (2017). Os autores constataram reducdo na eficicia de triazéis, carboxamidas e
ressaltaram a importancia da utilizacao de fungicidas multissitios para o0 manejo da ferrugem
da soja, visando maior eficécia.

Um dos impactos da resisténcia a fungicidas na cultura da soja € a baixa eficiéncia de
ingredientes ativos atrelado a populacfes menos sensiveis de fungos que dificultam a
utilizacdo de estratégias de manejo de resisténcia como por exemplo, a rotacdo de
mecanismos de acdo e grupos quimicos (BAIBAKOVA et al., 2019).

De acordo com Godoy (2012), Reis et al. (2019) e Sikora et al. (2014), uma estratégia
para reduzir a ocorréncia de resisténcia, € a aplicacdo de misturas de triazdis e estrobirulinas
com fungicidas protetores. A importancia da utilizacdo de fungicidas protetores nas estratégias
anti-resisténcia estad levando as empresas a desenvolverem programas especificos para o
controle de doencas, onde explicitamente recomendam ao produtor que se inclua um produto
de contato no manejo. Essa medida ainda sofre uma barreira devido ao costume do produtor
em usar produtos sistémicos (AZEVEDO et al., 2003).

A perda de eficiéncia dos defensivos é de extrema importancia, isso porque afeta toda
a cadeia produtiva, e consequentemente ocasiona 0 aumento de precos nos produtos em toda
a cadeia (AZEVEDO et al., 2007). Para se adotar estratégias anti-resisténcia, € importante a
deteccdo do patdgeno na populacdo antes da sua instalacdo, pois depois da ocorréncia do
problema a Unica possibilidade de controle sera com aplicacdo de outro mecanismo de agao
ou outro método de controle (GHINI; KIMATI, 2002). O uso de outros tipos de controle
como bioldgico, genético ou cultural, também diminuem o risco de resisténcia. A resisténcia
de fungos a fungicidas é dificil de ser eliminada, mas pode ser reduzida com a associagdo de
praticas de manejo apropriadas para determinado patossistema (JACKSON-ZIEMS et al.,
2017)
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2.5 Fontes de cobre

O cobre (Cu) € um micronutriente essencial para as plantas. Ele participa de varios
processos importantes como a fotossintese, respiracdao, metabolismos de nitrogénio e carbono
(DALCORSO et al., 2014), e é um componente chave de alguns fungicidas protetores no
controle de varias doencas. Além de participar de varios processos fisiologicos na planta, ele
estd envolvido em mecanismos de resisténcia a doengas contra fungos e bactérias, atuando
como indutor de resisténcia. O cobre esta envolvido diretamente na formagdo de compostos
fenolicos (KUMAR et al., 2017).

Graham et al. (1991) relataram que muitos anos antes do cobre ser reconhecido como
fator essencial para as plantas, ja se observava que a aplicacdo de sais de Cu no controle de
patégenos foliares era eficaz. A maioria das propriedades fungistaticas dessa fonte sdo
aplicadas contra patdgenos foliares porque quando aplicados diretamente no solo é
rapidamente absorvido e apenas uma baixa concentracdo permanece na solucgéo disponivel.

Os mecanismos usados por esse elemento no controle de doencas em plantas estdo
relacionados a toxidez direta, sintese de lignina e ativacdo da enzima polifenol oxidase
(GRAHAM et al., 1991). O cobre esta envolvido na participacdo de muitas enzimas e ligado
a sintese de proteinas, carboidratos e fixacao bioldgica de nitrogénio (HUBER; GRAHAM,
1999). Além disso, é um regulador de vérios sistemas enziméticos envolvidos na defesa das
plantas a infeccdo, na producdo de compostos antimicrobianos e na resisténcia geral as
doengas (GRAHAM, 1983; GRAHAM; WEBB, 1991).

O cobre é encontrado nos fungicidas na forma de cobre bivalente (Cu?*) e quando
reduzido a monovalente (Cu) tende obter absorcao celular nas folhas, sendo transferido para o
interior da célula mediante a proteina COPT®6, responsavel na redistribuicdo e remobilizacdo do
metal na planta. Essa absor¢do ocorre devido a acao da oxidase redutase férrica 4 (PRINTZ et
al., 2016).

Para se determinar o desempenho de um fungicida cuprico deve-se analisar a
concentracédo de cobre bioativo disponivel para as plantas, e ndo pelo nivel de cobre metélico.
O cobre metalico, por sua vez, ndo é biologicamente ativo, mas funciona como reservatorio
para controle de doencas.

Os fungicidas cupricos apesar de apresentarem baixo efeito residual, quando
comparados com os sistémicos, possuem baixo custo, amplo espectro e multiplos sitios de agdo

(CHALFOUN, 1999), favorecendo sua aplicagédo e seu incremento no manejo do sistema. O



19

modo de acdo do cobre nas plantas é diretamente ligado na germinacdo de esporos e
crescimento do tubo germinativo, agindo com uma formacdo de barreira toxica (GARCIA,
1999).

Em soja, Bedin (2018) verificou que as aplicagdes foliares de cobre com caldas
fitossanitarias afetam a reacdo da planta a ferrugem asiatica pela variacdo nos teores de lignina
dos tecidos foliares. Neste trabalho, foram testadas quantidades de Cu (0, 30, 60, 90, 120 g de
Cu hal) com duas fontes distintas (cuproso e carbonato), juntamente com as caldas
fitossanitarias. A aplicacdo foliar com Cu retardou o progresso da doenca diminuindo a
severidade e aumentando a produtividade de graos, porém néo alteraram de forma significativa
0s componentes de rendimento. O teor de lignina presente nas folhas aumentou
significativamente com a aplicacdo de Cu associado as caldas fitossanitéarias.

Estudos relataram maiores incrementos nos mecanismos de defesa em plantas tratadas
com cobre. Mendoza et al. (2018) observaram aumento na atividade da enzima fenilalanina
amoOnia-liase em extratos de folhas tratadas com Cu e cadmio (Cd) em relacdo ao controle apds
96 horas de tratamento. A ativacdo na rota dos fenilpropandides representa uma fonte que
protege as plantas de Prosopis glandulosa contra estresse oxidativo quando exposto aos
tratamentos.

Gao et al. (2008) relataram variacao na atividade das peroxidases em folhas e caules de
Jatropha curcas quando submetidas a altas concentracdes de cobre, e nas raizes a diferenca foi
significativa quando a concentragéo era calibrada para 200 pmol. O mesmo estudo descreve
um aumento gradual na atividade da fenilalanina amdnia-liase em folhas e raizes na
concentracdo de cobre a 400 e 200 umol, enquanto nos caules a mesma permaneceu inalterada.

Neste estudo, utilizamos como fonte o tetraaminoetanol de cobre. Por se tratar de uma
nova tecnologia empregada no mercado, os estudos sobre o efeito dessa fonte no manejo de
doencas ainda séo escassos.

2.6 Mecanismos de defesa de plantas a patdgenos

As plantas sdo capazes de ativar mecanismos de reconhecimento e defesa contra a
entrada de patdgenos causadores de doencas. Elas ativam barreiras bioquimicas e reconhecem
moléculas eliciadoras patogénicas (DURRANT et al., 2004).

Existem dois tipos de resisténcia, a local e a induzida. Na resisténcia local, 0 mecanismo

é caracterizado por uma rapida necrose nas proximidades da infeccdo, no local ocorre também
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um acumulo de metabolitos toxicos, como por exemplo as fitoalexinas. A resisténcia induzida
pode ser dividida em resisténcia sistémica adquirida (SAR) e resisténcia sistémica induzida
(ISR). Na SAR ela se desenvolve causando reacéo de hipersensibilidade por acimulo de &cido
salicilico ou compostos sintéticos e na ISR a sinalizacdo ¢ mediada pelo &cido jasménico e
etileno, sem envolver a producédo de proteinas (LOON et al., 1998).

Ap0s o reconhecimento do patdgeno, uma das respostas de defesa da planta é a explosao
oxidativa, que corresponde a geragdo de espécies ativas de oxigénio (EAOs) (RESENDE et al.,
2003). Algumas enzimas sdo usadas para estabilizar essas EAQOs e proteger as células dos danos
oxidativos, como é o caso da enzima peroxidase (POX). As peroxidases participam de varios
processos fisioldgicos importantes, catalisam a oxidacdo e a eventual polimerizacdo de alcool
hidroxicindmico em presenca de peroxido de hidrogénio, sintetizando lignina (LOON;
STRIEN, 1999).

A PAL, fenilalanina amdnia-liase, € uma enzima da rota dos fenilpropanoides que leva
a formacao de lignina e compostos fendlicos (RAES et al., 2003). Ela catalisa a conversao da
fenilalanina em &cido trans-cindmico resultando em fitoalexinas, compostos fendlicos e lignina,
que podem conferir maior resisténcia a parede celular das plantas aos patdgenos (NAKAZAWA
etal., 2001).

Outra importante enzima de defesa é a polifenol oxidase (PPO), que esta relacionada a
oxidacdo de compostos como acido ascorbico e fendis gerando quinonas, que sdo toxicas aos
organismos invasores. Além disso, esta enzima tem sido associada a lignificacéo, pois forma
ligacGes cruzadas entre grupos fendlicos e proteinas de parede, pectinas e outros polimeros
(MENDONCA et al., 2003).

Os compostos fendlicos sdo produtos do metabolismo secundério das plantas, contendo
um grupo fenol caracterizado por um grupo hidroxila funcional em um anel aromatico. Estes
compostos constituem um grupo quimicamente heterogéneo, com aproximadamente 10.000
compostos, sendo alguns solGveis apenas em solventes organicos, outros que sdo acidos
carboxilicos e glicosideos solUveis em agua e ha ainda aqueles que sdo grandes polimeros
insoluveis, como a lignina e os taninos (TAIZ et al., 2013). Eles possuem acéo antifingica,
alguns efeitos inibitorios na germinacgédo de esporos e no crescimento micelial, por exemplo.

A lignina, por sua vez, caracteriza-se por polimeros fenélicos que sao resistentes a
degradacdo enzimatica, e componentes essenciais na barreira de defesa das plantas (AGRIOS,
2004). Ela se origina de reacOes que dependem de &gua e da enzima peroxidase (TAIZ;
ZEIGER, 2017).
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3. HIPOTESE

Produto a base de cobre (tetraaminoetanol de cobre) controla a antracnose em soja e

induz os mecanismos de defesa nas plantas.

4. OBJETIVOS

Avaliar o efeito do produto a base de cobre (tetraaminoetanol de cobre) no controle da

antracnose e nos mecanismos de defesa da soja.

4.1 Objetivos especificos

- Avaliar in vitro o efeito do tetraaminoetanol de cobre no crescimento micelial de C. truncatum
e o efeito direto do produto na esporulacao e germinacao dos esporos;

- Avaliar o efeito do tetraaminoetanol de cobre na severidade da antracnose em casa de
vegetacao;

- Analisar a atividade das enzimas fenilalanina amonia-liase (PAL), polifenol oxidase (PPO) e
peroxidase (POX) de folhas coletadas em casa de vegetacdo;

- Quantificar os teores de compostos fenolicos soluveis totais e lignina sollivel de folhas
coletadas em casa de vegetagéo.

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Experimento in vitro

O experimento in vitro foi conduzido no Laboratdrio de Fisiologia do Parasitismo,
Departamento de Fitopatologia (DFP) da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Foi avaliado
0 efeito do tetraaminoetanol de cobre em diferentes doses no crescimento micelial de C.
truncatum, utilizando o isolado monospérico LAPS-473 (JUNIOR et al., 2020), obtido do
Laboratorio de Andlise e Patologia de Sementes (LAPS) da mesma instituicéo.

Para realizacdo do ensaio foram utilizadas placas de Petri estéreis de 9 cm de didmetro
contendo 0 meio de cultura Potato Dextrose Agar (BDA). Os tratamentos (Tabela 1) foram

adicionados ao meio de cultura. Posteriormente, foi depositado no centro da placa um disco de
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5 mm de diametro contendo o micélio do isolado LAPS-473. Em seguida, as placas foram

acondicionadas em BOD a 25 + 1°C e fotoperiodo de 12 horas.

Tabela 1 —Tratamentos e doses utilizados no ensaio in vitro.

Nome Comercial Tratamento Especificacéo, i.a* Dose (mL L)
Controle Controle - -

Orkestra® F fluxapiroxade + piraclostrobina 0,75

Safe® TC-1,25 tetraaminoetanol de cobre 1,25

Safe® TC-2 tetraaminoetanol de cobre 2,0

Safe® TC-3 tetraaminoetanol de cobre 3,0

Safe® + Orkestra® TC-1,25F -- 1,25+ 0,75
Safe® + Orkestra® TC-2F -- 2,0+0,75
Safe® + Orkestra® TC-3F 3,0+0,75

* j.a: ingrediente ativo; volume de calda: 200 L ha*
Fonte: Da autora (2022).

O crescimento micelial foi avaliado pela medida do didmetro da coldnia nos dois
sentidos diametralmente opostos com auxilio de um paquimetro digital (WEITZ et al., 2001).
Apos a implantagdo do ensaio, a avaliacdo do didmetro da coldnia foi realizada a cada dois dias,
sendo finalizada quando o crescimento de pelo menos uma das col6nias cobriu completamente
o diametro da placa. O experimento foi composto por oito tratamentos e seis repeticdes, sendo
a parcela experimental composta por uma placa de Petri. O experimento foi realizado duas
vezes visando a repetibilidade dos resultados.

Apos as avaliagdes de indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) foram
realizados testes de contagem e viabilidade (germinacdo) dos esporos em cada parcela
experimental. Para a contagem dos esporos foram adicionados nas placas aproximadamente 10
mL de agua esterelizada, sendo os mesmos desprendidos com o auxilio de uma alga de drigalski.
Uma aliquota de 50 uL foi depositada na cdmara de Newbauer onde foi realizada a contagem
de esporos em cada quadrante. Para a avaliagdo da germinacado, a suspenséo foi depositada em
placa contendo meio &gar-agua e observada a viabilidade dos esporos apds 12 horas de
incubacdo em BOD a 25 £ 1°C (avaliacéo de 40 esporos por placa). Foi considerado germinado

o0 conidio cujo tubo germinativo apresentava 50% do seu tamanho.
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5.2 Experimento em casa de vegetacdo

O ensaio em casa de vegetacdo foi realizado no DFP/UFLA. A cultivar utilizada na
conducédo do experimento foi a Monsoy 6410 IPRO, uma cultivar com alta performance em
diferentes ambientes de producdo, ampla janela de semeadura, excelente engalhamento,
compensacao de plantas e boa arquitetura. Foram avaliados oito tratamentos (Tabela 2) com
quatro repeticdes, totalizando 32 vasos, sendo cada parcela experimental composta por duas
plantas por vaso. Os vasos foram dispostos de modo aleatério ap6s as aplicagBes. O solo
utilizado no experimento foi previamente autoclavado. As avaliagdes das doencas foram

realizadas em intervalos de 5 dias.

Tabela 2 -Tratamentos aplicados na soja em casa de vegetacao.

Nome Comercial Tratamento Especificacéo, i.a* Dose (mL L)
Controle Controle - -

Orkestra® F fluxapiroxade + piraclostrobina 0,75

Safe® TC-1,25 tetraaminoetanol de cobre 1,25

Safe® TC-2 tetraaminoetanol de cobre 2,0

Safe® TC-3 tetraaminoetanol de cobre 3,0

Safe® + Orkestra® TC-1,25F -- 1,25+ 0,75
Safe® + Orkestra® TC-2F -- 2,0+0,75
Safe® + Orkestra® TC-3F 3,0+0,75

* j.a: ingrediente ativo; volume de calda: 200 L ha*
Fonte: Da autora (2022).

5.2.1 Inoculagéo de Colletotrichum truncatum

Para a preparacdo do inéculo foi utilizada a metodologia adaptada de Pereira et al.
(2014). Vagens de soja foram previamente autoclavadas em tubos de ensaio, submersas em 10
mL de meio Potato Dextrose Agar (BDA). O isolado monospdrico de C. truncatum utilizado
foi o LAPS-473. O fungo foi cultivado por 5 dias em meio de cultura BDA e posteriormente,
os discos de micélio com aproximadamente 5 mm foram transferidos para os tubos contendo as
vagens. Os tubos foram acondicionados em camara de crescimento sob fotoperiodo de 12 horas,
temperatura de 25 + 1 °C por aproximadamente 15 dias. Apés este periodo, foram adicionados

2 mL de agua destilada esterilizada nos tubos, os quais foram submetidos a agitacdo para maior
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desprendimento dos esporos. A suspenséo obtida foi calibrada para a concentragio de 1x10°
conidios por mL. Posteriormente, foi adicionada agar-agua (0,2%) a suspensdo para maior
aderéncia dos esporos na inoculacdo. A suspensao foi pulverizada nas plantas em estadio V7
com pulverizador manual pressurizado. A inoculacdo do patdgeno foi realizada 3 dias apds a

aplicacdo dos produtos.

5.2.2 Aplicacao dos tratamentos

O produto a base de cobre (tetraaminoetanol de cobre) foi testado em diferentes doses,
isolado e com uma mistura de fluxapiroxade + piraclostrobina (Tabela 2). A aplicacdo dos
diferentes tratamentos foi realizada aproximadamente as 17h no estadio V7 (fase vegetativa
final, estadio anterior ao surgimento de flores).

As plantas foram pulverizadas com os tratamentos descritos na Tabela 2. Para a
aplicacdo foi utilizado um pulverizador manual pressurizado. O célculo para determinacdo das

doses em mL L foram baseadas no volume de calda de 200 L ha™.

5.2.3 Avaliacao de severidade da doenca

As avaliacdes de severidade da antracnose foram realizadas de acordo com a escala
diagramatica proposta por Godoy et al. (1997) em intervalos de 5 dias a partir do aparecimento
dos sintomas, totalizando 4 avaliaces.

A partir dos resultados foi calculada a area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) conforme a formula de Shaner e Finney (1977):

= (Y + Vi)
AACPD = Z % «(Ti_y - TY)

1=1
No qual:
AACPD= area abaixo da curva de progresso da doenca;
Yi= proporcao da doenca na i-esima observagéo;
Ti= tempo em dias na i-nésima observacéo;

n=numero total de observacdes
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5.3 Analises bioquimicas

Os tratamentos que apresentaram menor severidade da doenca em casa de vegetacao
(tetraaminoetanol de cobre 2,0 mL L? e tetraaminoetanol de cobre 3,0 mL L) foram
selecionados para as analises bioquimicas.

As amostras foram constituidas pelo 1° trifolio desenvolvido da soja e foram coletadas
as 0 h (momento antes da primeira aplicacdo dos tratamentos), 24, 48 e 72 horas apos a
aplicacdo dos tratamentos. Apo6s 3 dias de aplicacdo (72 h) foi realizada a inocula¢do do
patdgeno (C. truncatum) e novamente foram realizadas coletas de folhas as 24, 48 e 72 horas
apos a inoculagdo do patodgeno, totalizando 7 tempos de coleta.

Imediatamente apos a coleta das folhas, as mesmas foram congeladas em nitrogénio
liquido e posteriormente armazenadas em ultra freezer a — 80 °C até a maceracdo. Apds
realizada a maceracdo as amostras foram divididas em microtubos.

Para a quantificagdo de compostos fenolicos soluveis totais foi feita a liofilizagdo de
algumas amostras. Para a quantificacdo das enzimas, as amostras foram homogeneizadas com
polivinilpirrolidona (PVP) 1% e tampdo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0) em vértex. Para
cada grama de tecido foliar macerado foram adicionados 3 mL do tamp&o. As amostras foram
centrifugadas a 4 °C e 14.000 rpm durante 5 minutos e o sobrenadante coletado para determinar
a atividade das enzimas fenilalanina amonia-liase (PAL), peroxidase (POX) e polifenol oxidase
(PPO).

5.3.1 Fenilalanina amonia-liase (PAL)

A enzima fenilalanina aménia-liase foi determinada conforme metodologia de Zucker
(1965). A solucéo foi constituida por 5 puL do extrato enzimatico, 145 pL de Tris-HCI a 100
mM (pH 8,8) e 50 pL de L-fenilalanina a 50 mM. A solugédo foi incubada a 37 °C por 20 minutos
e a leitura da absorbéncia foi de 280 nm. Para calcular a atividade da PAL foi utilizado o

coeficiente de extingdo molar de 5000 mM* cm™.

5.3.2 Peroxidase (POX)

A metodologia para determinar a atividade da POX foi realizada de acordo com Biemelt

et al. (1998). A reacdo foi constituida por 5 pL do extrato enzimatico, 30 pL de guaiacol a 50
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mM e 30 pL de peroxido de hidrogénio a 250 mM. Apds a incubacgdo a 30 °C por 5 minutos, a
leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdometro a 480 nm (URBANEK et al., 1991).
O coeficiente de extingdo molar de 1,235 mM™ cm™ foi usado para calcular a atividade da

enzima.

5.3.3 Polifenol oxidase (PPO)

A atividade da PPO foi determinada conforme metodologia descrita por Kar & Mishra
(1976). Para a reacdo foram adicionados 5 puL do extrato enzimatico, 155 uL de fosfato de
potassio a 70 mM (pH 7,0) e 40 uL de catecol a 20 mM. Apds incubacgéo a 30 °C por 5 minutos,
a absorbancia foi medida a 410 nm. O coeficiente de extingdo molar de 1,235 mM™ cm™ foi

usado para calcular a atividade da enzima.

5.3.4 Proteina total

A proteina total de cada extrato enzimatico foi mensurada de acordo com o método de

Bradford (1976), utilizando-se uma curva padrdo de albumina sérica bovina.

5.3.5 Determinacdo de compostos fenoélicos soltveis totais e lignina soltvel

Para determinar os compostos fendlicos solUveis totais e lignina soltvel foi utilizada a
metodologia adaptada de Spanos & Wrolstad (1990). Aproximadamente 30 mg de tecido foliar
liofilizado foram homogeneizados com metanol 80% e agitados overnight em agitador rotativo.
As amostras foram centrifugadas a 25 °C a 14.000 rpm por 5 minutos. Para quantificar os
compostos fendlicos totais foi utilizado o sobrenadante e para a lignina, o precipitado.

O sobrenadante foi homogeneizado com 150 uL do reagente de Folin-Ciocalteau 0,25
N por 5 minutos. Apés este periodo, foram adicionados 150 pL de Na;COsz a 1M por 10
minutos. Posteriormente, as amostras foram diluidas com 1 mL de agua destilada e
permaneceram a temperatura ambiente por 1 hora. Esta reacdo foi determinada a 725 nm em
espectrofotdmetro. Os compostos fendlicos totais (ug do equivalente de acido clorogénico mg
! de tecido seco) foram calculados com base na curva padrédo do acido clorogénico.

Para determinar o teor de lignina solavel foi utilizado o precipitado, homogeneizado

com metanol 80%. Apds a centrifugacédo, o contetdo foi seco em estufa a 65 °C por 15 horas.
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Apos este periodo, foi adicionada uma solucéo de acido tioglicolico: HCI 2M (1:10), os quais
foram acondicionados em banho-maria a 100 °C por 4 horas. Apds centrifugacao, foi descartado
0 sobrenadante, adicionados 1,5 mL de &gua ultrapura e descartado o sobrenadante novamente.
O precipitado foi ressuspendido em 1,5 mL de NaOH 0,5 M. As amostras permaneceram em
agitador rotativo por 15 horas a temperatura ambiente. Apods a centrifugacdo, o sobrenadante
foi transferido para novo microtubo, ao qual foram adicionados 200 uL de HCI P.A. Apos
periodo de precipitagdo (4 horas a 4 °C), foi realizada nova centrifugagdo, descarte do
sobrenadante e o precipitado foi ressuspendido em 2,0 mL de NaOH 0,5 M. A absorbancia desta
solucdo foi determinada em espectrofotémetro a 280 nm e os valores calculados com base na
curva de lignina e expressos em g de lignina por miligrama de massa seca (DOSTER;
BOSTOCK, 1988).

5.4 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANAVA) utilizando-se o programa
Sisvar (FERREIRA, 2011). As variaveis significativas no teste F da ANAVA foram submetidas
ao teste de médias de Tukey a 5% de probabilidade.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), viabilidade dos esporos e

germinacéao

Os resultados das avaliacGes do IVCM apresentaram diferenca significativa entre os
tratamentos quando comparados ao controle. O tratamento que apresentou menor crescimento
micelial na placa foi o tetraaminoetanol de cobre na maior dose + fungicida (3 mL L +0,75
mL L), sequido dos outros tratamentos que continham a mistura de fungicida com a fonte de
cobre (Figura 1, Figura 2). Hoffmann (2019) relatou que a mistura de fosfitos de cobre com
fungicidas sistémicos inibiu o crescimento micelial de C. truncatum em condic@es in vitro,
diminuindo também a esporulacédo e a germinagéo.

Embora algumas placas tenham apresentado crescimento da colonia, a diferenca na

coloracdo e na superficie do micélio do fungo foi observada (Figura 1D e E). Apesar do
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crescimento micelial, as placas que cotinham o tetraaminoetanol de cobre nas doses de 2 mL L
1e 3mL L ndo apresentaram producdo de esporos e consequentemente nenhuma germinacao.

O efeito fungistéatico do cobre sobre patdgenos €é identificado em varios estudos que
apresentaram acéo direta do produto na inibicdo da esporulacdo e no desenvolvimento de
fungos (KENNY et al., 2012; SILVA JUNIOR et al., 2012) e também na forma de filmes
protetores em frutos contra o ataque de C. gloeosporioides (NGUYEN et al., 2020). Ja o efeito
fungicida ou fungitoxico € morte completa das estruturas do patdégeno e ndo somente sua

inibicdo temporaria.

Figura 1 - Fotografias de colbnias de Colletotrichum truncatum em placas com diferentes
tratamentos.

Legenda: (A) Controle; (B) Fungicida; (C) Tetraaminoetanol de cobre (1,25 mL L7%); (D)
Tetraaminoetanol de cobre (2 mL L?); (E) Tetraaminoetanol de cobre (3 mL L); (F) Tetraaminoetanol
de cobre (1,25 mL L?) + Fungicida; (G) Tetraaminoetanol de cobre (2 mL L) + Fungicida; (H)
Tetraaminoetanol de cobre (3 mL L) + Fungicida.

Fonte: Da autora (2022).
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Figura 2 - Indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de Colletotrichum truncatum
em placas com diferentes tratamentos.
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Legenda: Controle; (F) Fungicida; (TC-1,25) Tetraaminoetanol de cobre 1,25 mL L*%; (TC-2)
Tetraaminoetanol de cobre 2 mL L*; (TC-3) Tetraaminoetanol de cobre 3 mL L*; (TC-1,25F)
Tetraaminoetanol de cobre 1,25 mL L™ + Fungicida; (TC-2F) Tetraaminoetanol de cobre 2 mL L +
Fungicida; (TC-3F) Tetraaminoetanol de cobre 3 mL L + Fungicida. Médias com as mesmas letras ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: Da autora (2022).

Além da medicdo do crescimento micelial foi avaliada a producéo e a viabilidade de
esporos. Foi possivel observar que as doses 2 mL L™ e 3 mL L™ de cobre apresentaram
crescimento da coldnia, porém sem producdo de esporos (Figuras 3 e 4).

Os tratamentos que inibiram a germinagéo apresentaram uma agao protetora nas plantas,
pois, agiram na infeccdo e consequentemente na colonizag¢do do patégeno no hospedeiro. Por
outro lado, aqueles tratamentos que inibiram o crescimento micelial apresentaram um efeito
curativo agindo diretamente no desenvolvimento do patdgeno ap0s penetracdo nos tecidos
(HOFFMANN, 2019; TOFOLI et al., 2012).

Isso explica os resultados encontrados nas avaliagOes de severidade da doenga em casa
de vegetacdo. Os mesmos tratamentos que apresentaram menor indice de severidade da doenca
foram aqueles que ndo apresentaram producdo de esporos no teste in vitro, indicando que a

fonte tetraminoetanol de cobre teve acéo protetora nas plantas.
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Estudos envolvendo o género Colletotrichum em outras culturas, apontam efeito direto
de fungicidas sistémicos na inibicdo da esporulacdo e germinacdo dos esporos quando aplicados
de forma isolada e em misturas com sulfato de cobre (MORAL et al., 2018; VELOSO et al.,
2021). Souza Filho (2013) relatou que a mistura de oxicloreto de cobre + mancozeb inibiu a
germinacéo de esporos de C. lindemuthianum na concentracdo de 10 a 100 pg mL™ e para o
tratamento com O6xido cuproso a sensibilidade era menor, inibindo a germinacdo em

concentragdes de 1000 pg mL™.

Figura 3 - Producdo de conidios (esporos mL™?) do isolado de Colletotrichum truncatum
submetido a diferentes tratamentos.
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Legenda: Controle; (F) Fungicida; (TC-1,25) Tetraaminoetanol de cobre 1,25 mL L% (TC-2)
Tetraaminoetanol de cobre 2 mL L*; (TC-3) Tetraaminoetanol de cobre 3 mL L*; (TC-1,25F)
Tetraaminoetanol de cobre 1,25 mL L + Fungicida; (TC-2F) Tetraaminoetanol de cobre 2 mL L +
Fungicida; (TC-3F) Tetraaminoetanol de cobre 3 mL L™ + Fungicida. Médias com as mesmas letras ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: Da autora (2022).

Figura 4 — Porcentagem de germinacdo de conidios do isolado de Colletotrichum truncatum
submetido a diferentes tratamentos.
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Legenda: Controle; (F) Fungicida; (TC-1,25) Tetraaminoetanol de cobre 1,25 mL L*%; (TC-2)
Tetraaminoetanol de cobre 2 mL L?; (TC-3) Tetraaminoetanol de cobre 3 mL L*%; (TC-1,25F)
Tetraaminoetanol de cobre 1,25 mL L + Fungicida; (TC-2F) Tetraaminoetanol de cobre 2 mL L +
Fungicida; (TC-3F) Tetraaminoetanol de cobre 3 mL L + Fungicida. Médias com as mesmas letras ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: Da autora (2022).

6.3 Severidade da antracnose em casa de vegetacao

Diferencas significativas foram observadas entre as médias da area abaixo da curva de
progresso da severidade da antracnose (AACPS) avaliada em casa de vegetacdo (Figura 5). O
tratamento que apresentou menor AACPS foi o tetraaminoetanol de cobre na dose de 2 mL L~
! seguido do tratamento de tetraaminoetanol na dose de 3 mL L e da mistura com o fungicida
na dose de 2 mL L™,

Dentre as diversas praticas de manejo para o controle da antracnose, 0 uso preventivo
de fontes de cobre pode atuar fornecendo nutricdo mineral, induzindo a resisténcia no
hospedeiro e causando toxicidade direta ao patdogeno (PEREIRA, 2018). Exemplo disso € a
fonte utilizada nesse estudo, tetraaminoetanol de cobre. O produto utilizado controlou a doenca
em casa de vegetacdo (Figura 5) em até 98%, inibiu o crescimento micelial em 64%, e

esporulacdo e germinagdo em 100% quando aplicado na dose de 2 e 3 mL L™,
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O uso de misturas de cupricos com fungicidas sistémicos é uma alternativa de manejo
utilizada como estratégia anti-resisténcia. Xavier et al. (2019) comprovam a eficiéncia da
mistura de Unizeb Gold® (1,5 kg ha!), Difere® (0,5 L ha't) e NHT® Copper Super (0,109 L ha
1) para o controle da ferrugem asiatica e de doencas de final de ciclo na cultura da soja. Silva
Junior et al. (2021) verificaram um aumento nos teores de lignina e na atividade das enzimas
catalase (CAT), peroxidase (POX) e superdxido dismutase (SOD) em tratamentos com fosfitos
de cobre, potassio e manganés, além de reducdo na severidade da antracnose e transmissao de
C. truncatum via sementes.

Na identificacdo do efeito fungistatico sobre o patdégeno, Mamatha et al. (2020)
observaram inibicdo do crescimento micelial de C. trunctatum em 93,58% no tratamento

contendo oxicloreto de cobre.

Figura 5 — Area abaixo da curva de progresso da severidade da antracnose (AACPS) avaliada
em soja conduzida em casa de vegetacao.
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Legenda: Controle; (F) Fungicida; (TC-1,25) Tetraaminoetanol de cobre 1,25 mL L*%; (TC-2)
Tetraaminoetanol de cobre 2 mL L*; (TC-3) Tetraaminoetanol de cobre 3 mL L*; (TC-1,25F)
Tetraaminoetanol de cobre 1,25 mL L + Fungicida; (TC-2F) Tetraaminoetanol de cobre 2 mL L +
Fungicida; (TC-3F) Tetraaminoetanol de cobre 3 mL L™ + Fungicida. Médias com as mesmas letras ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: Da autora (2022).
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Na Figura 6 é possivel observar sintomas carateristicas nas nervuras causadas pela
infeccdo do fungo C. truncatum. As folhas apresentam diferentes niveis de colonizacdo horas
apos a inoculagdo do patégeno. Os primeiros sintomas foram observados 48 horas apos a
inoculagdo nas plantas do tratamento controle. No decorrer das horas, as necroses comegaram
a atingir a nervura principal das folhas e até mesmo as hastes das plantas. Como pode ser
observado na Figura 6, os tratamentos TC-2 e TC-3 (tetraaminoetanol de cobre aplicado nas
dose de 2,0 mL L™ e 3,0 mL L, respectivamente) apresentaram menor severidade as 48, 72 e
96 horas ap0s inoculag&o.

O fungo C. truncatum além de necrosar folhas e hastes das plantas também pode infectar
vagens e causar danos econdmicos expressivos em lavouras infectadas, exigindo assim um

manejo adequado do sistema de producéo.

Figura 6 — Fotografias mostrando a severidade da antracnose em folhas de soja até o quarto dia,
apos a inoculagédo de C. truncatum.
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Legenda: (TC-2) tetraaminoetanol de cobre na dose de 2,0 mL L*; (TC-3) tetraaminoetanol de cobre na
dose de 3,0 mL L%; hai: horas ap6s inoculagdo.

Fonte: Da autora (2022).
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6.4 Fenilalanina aménia-liase (PAL)

Os dados da atividade da enzima fenilalanina aménia-liase (PAL) de folhas coletadas
apos aplicacdo de tetraaminoetanol de cobre apresentaram diferenca significativa 72 horas apés
a aplicacdo para a dose de 3 mL L (Figura 7). Ap6s a inoculagdo do patdgeno ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos e os tempos de coleta (Apéndice A).

A fenilalanina amonia-liase € a primeira enzima da rota dos fenilpropanoides e esta
envolvida na formagéo de componentes da parede celular como, por exemplo, a lignina (RAES
etal., 2013).

Bruzamarello et al. (2018) relataram em seus estudos que a atividade da PAL atingiu
seu nivel maximo de producéo 48 horas apds a aplicacao de fosfito de cobre em plantas de soja,
sendo observado aumento significativo 24 horas apés aplicacdo do produto. Alguns autores
relataram também que a aplicagdo de cobre em altas doses desencadeou aumento de 110% da
atividade de PAL em plantas de tremoco (CHMIELOWSKA et al., 2009; JOUILI; FERJANI,
2003).

Por se tratar de uma enzima responsavel pela estruturacdo da parede celular, reconhecer
a atividade e ativagdo dessa enzima pode ajudar no embasamento para tomada de decisdes

acerca de métodos de controle de doencas em plantas.

Figura 7 — Atividade da enzima fenilalanina amonia-liase (PAL) em folhas de soja pulverizadas
com tetraaminoetanol de cobre nas doses de 2 e 3 mL L*
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Legenda: (A): tempos de coleta ap6s aplicacdo do produto; (B): tempos de coleta apds a inoculagdo do
patdgeno; Letras maiusculas representam diferengas estatisticas entre os tratamentos no mesmo tempo,
enquanto letras minusculas representam diferengas estatisticas entre diferentes tempos no mesmo
tratamento; (TC-2) tetraaminoetanol de cobre na dose de 2,0 mL L; (TC-3) tetraaminoetanol de cobre

na dose de 3,0 mL L*; *NS: ndo significativo.

Fonte: Da autora (2022).

6.5 Peroxidase (POX)
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Para a atividade da enzima peroxidase (POX) ndo foram verificadas diferencas
significativas entre os tratamentos (Figura 8; Apéndice B).

Chmielowska (2009) reportou em seu estudo que ndo houve indugéo da atividade da
POX em soja ap6s as 48 horas da aplicacdo de cobre. Por ser uma enzima responsavel por
estabilizar as espécies reativas de oxigénio (EAOs) devido a explosdo oxidativa causada pelo
reconhecimento ao ataque de patdgenos (RESENDE et al., 2003), compreende-se que a POX
necessita de um maior periodo para a ativacao e producdo. Contudo, possivelmente o periodo
de 72 horas tanto ap6s a aplicagdo dos produtos quanto a inoculacdo ndo influenciaram
significativamente a atividade da peroxidase em soja.

Toqueer et al. (2020) constataram ativacdo das enzimas antioxidantes SOD (superoxido
dismutase), POX e CAT (catalase) apds aplicacdo de nanoparticulas de CuO na concentracao
de 550 ppm e reducéo significativa da atividade enzimatica para 0 aumento da concentracao
em 800 ppm em plantas de milho.

De acordo com Hu et al. (2013), nanoparticulas de cobre possuem atividade semelhante
a peroxidase agindo como um mimetizador enzimatico.

Por se tratar de uma enzima de defesa, a POX é responsavel por oxidar e polimerizar
compostos fendlicos em substancias como a lignina, podendo interferir assim na colonizagédo

do patogeno.

Figura 8 — Atividade da enzima peroxidase (POX) em folhas de soja pulverizadas com
tetraaminoetanol de cobre nas doses de 2 e 3 mL L*
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Legenda: (A): tempos de coleta ap6s aplicacdo do produto; (B): tempos de coleta apés inoculagdo do
patogeno; (TC-2) tetraaminoetanol de cobre na dose de 2,0 mL L; (TC-3) tetraaminoetanol de cobre
na dose de 3,0 mL L%; *NS: ndo significativo.

Fonte: Da autora (2022).
6.6 Polifenol oxidase (PPO)

As médias de atividade da PPO diferiram significativamente entre os tratamentos para

as plantas que receberam a aplicagéo do tetraaminoetanol de cobre e que ndo foram inoculadas
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com o patogeno (Figura 9). Maior atividade enzimatica foi verificada as 72 horas apos a
aplicacdo do produto na dose de 3 mL L™ (Apéndice C).

A polifenol oxidase tambeém esta envolvida na sintese de compostos fendlicos
responsaveis pela defesa constititutiva das plantas. A aplicacdo de nanoparticulas de Cu-
quitosana na cultura do milho aumentou a atividade da PPO em tratamentos com nanoparticulas
(0,12 e 0,16%) quando comparadas ao controle (agua), quitosana total e tratamentos
com CuSOQg4 24 horas apo6s aplicacdo (CHOUDHARY et al., 2017).

Ma et al. (2020) estudaram os efeitos das aplicacdes de cobre em soja infectada com a
sindrome da morte subida, doenca causada pelo fungo Fusarium virguliforme. Foi observado
que o Cu ibnico elevou a atividade da PPO da parte aérea em 83%, mas ndo alterou

significativamente a atividade enzimatica nas raizes.

Figura 9 — Atividade da enzima polifenol oxidase (PPO) em folhas de soja pulverizadas com
tetraaminoetanol de cobre nas doses de 2 e 3mL L*
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Legenda: (A): tempos de coleta ap6s aplicagdo do produto; (B): tempos de coleta apds a inoculagdo do
patdgeno; Letras maiusculas representam diferengas estatisticas entre os tratamentos no mesmo tempo,
enquanto letras minusculas representam diferencas estatisticas entre diferentes tempos no mesmo
tratamento; (TC-2) tetraaminoetanol de cobre na dose de 2,0 mL L™; (TC-3) tetraaminoetanol de cobre

na dose de 3,0 mL L; *NS: ndo significativo.

6.7 Compostos fenolicos solUveis totais e lignina soltvel

Fonte: Da autora (2022).
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N&o foi constatada diferenca entre os tratamentos quanto aos teores de compostos
fenolicos sollveis totais (Figura 10; Apéndice D). Por outro lado, os teores de lignina soltvel
diferiram significativamente entre os tratamentos, sendo o tratamento tetraminoetanol de cobre
na dose de 2 mL L™t com o maior teor desse metabdlito as 72 horas apds a sua aplicagdo (Figura
11; Apéndice E).

Lin et al. (2005) observou um aumento no teor de lignina em raizes de soja apos
aplicacdo de cobre em baixas doses. Nair & Chung (2014) relataram que a exposicéo a 100,
200, 400 e 500 mg L™ de nanoparticulas de CuO aumentou significativamente o nivel de
perdxido de hidrogénio, a atividade da POX e o conteudo de lignina das raizes, contribuindo
para o desenvolvimento da raiz em plantulas de soja.

A lignina é um polimero complexo e ramificado de compostos fendlicos e desempenha
papel fundamental na resposta de defesa das plantas (MAJUMDAR et al., 2021). Ela é
sintetizada a partir da via dos fenilpropanoides, mesma via responsavel pela sintese das enzimas
citadas anteriormente. Apesar de ndo significativo para teores de compostos fendlicos sollveis
totais, 0 aumento na producdo de lignina soltvel indica resultados promissores no estudo da
molécula de tetraaminoetanol de cobre. Sugere-se que a aplicacdo do produto pode conferir

maior protecdo a soja e inibir a manifestacao da antracnose.

Figura 10 — Teores de compostos fendlicos soltveis totais em folhas de soja pulverizadas com
tetraaminoetanol de cobre nas doses de 2 e 3 mL L*
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Legenda: (A): tempos de coleta ap6s aplicagdo do produto; (B): tempos de coleta apds inoculagdo do
patégeno; (TC-2) tetraaminoetanol de cobre na dose de 2,0 mL L; (TC-3) tetraaminoetanol de cobre
na dose de 3,0 mL L; *NS: ndo significativo.

Fonte: Da autora (2022).

Figura 11 - Teores de lignina soltivel em folhas de soja pulverizadas com tetraaminoetanol de
cobre nas dosesde 2 e 3mL L*!
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Legenda: (A): tempos de coleta ap6s aplicagdo do produto; (B): tempos de coleta apds a inoculacdo do
patdgeno; Letras mailsculas representam diferengas estatisticas entre os tratamentos no mesmo tempo,
enquanto letras minusculas representam diferengas estatisticas entre diferentes tempos no mesmo
tratamento; (TC-2) tetraaminoetanol de cobre na dose de 2,0 mL L; (TC-3) tetraaminoetanol de cobre
na dose de 3,0 mL L*; *NS: ndo significativo.

Fonte: Da autora (2022).
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7. CONCLUSAO

No teste in vitro a fonte de cobre (tetraminoetanol de cobre) nas doses de 2 e 3 mL L™
apresentou efeito inibitorio no desenvolvimento de C. truncatum pois ndo foram observadas
producdo de esporos nas placas com os respectivos tratamentos.

Com base nas analises de severidade, observou-se que a mesma fonte de cobre controlou
a antracnose em soja em 98% para a dose de 2 mL L™ e 95% para a dose de 3 mL L™, atuando
também na ativacao dos mecanismos de defesa nas plantas aumentando a atividade das enzimas
fenilalanina amonia-liase (PAL) e polifenol oxidase (PPO) e os teores de lignina soltvel.

O estudo sugere que a molécula tetraaminoetanol de cobre aplicada em soja teve efeito
protetivo nas folhas, inibindo a esporulacdo e colonizacdo do patégeno nos tecidos do

hospedeiro e contribuiu para a ativacdo de mecanismos pré-existentes.
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APENDICES

APENDICE A - Resumo da anélise de variancia da atividade da enzima fenilalanina amonia-
liase (PAL) em folhas de soja pulverizadas com tetraaminoetanol de cobre nas doses de 2 e 3
mL L1,

Quadrados Médios

Causas de Variacao GL
PAL Antes PAL Apos

Tratamento 2 142805,15 NS 53554,43 NS
Bloco 3 1353357,49 NS 97973,67NS
Tempo 3 2813840,32 NS 198832,09 NS
Tratamento X Tempo 6 312334047 * 33226,06 NS
Residuo 47 - -
Média - 1100,44 614,10
CV exp. (%) - 100,25 57,56

NS Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. * valor significativo ao
nivel de 5%, respectivamente pelo teste F. GL = graus de liberdade. CVexp. = coeficiente de variagdo
experimental. PAL Antes - tempos de coleta apds aplicacdo do produto; PAL Apds - tempos de coleta
apos a inoculagdo do patdgeno.

Fonte: Do autor (2022).
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APENDICE B - Resumo da anélise de variancia da atividade da enzima peroxidase (POX) em

folhas de soja pulverizadas com tetraaminoetanol de cobre nas doses de 2 e 3 mL L™,

Quadrados Médios

Causas de Variagao GL

POX Antes POX Apos
Tratamento 2 1804,20 NS 10835,12 *
Bloco 3 4708,08 NS 489,07 NS
Tempo 3 11912,37 * 8964,51 NS
Tratamento x Tempo 6 3861,77 NS 1270,24 NS
Residuo 47 - -
Média - 96,06 105,01
CV exp. (%) - 48,07 50,68

NS Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. * valor significativo ao
nivel de 5%, respectivamente pelo teste F. GL = graus de liberdade. CVexp. = coeficiente de variagdo
experimental. POX Antes - tempos de coleta apds aplicacdo do produto; POX Apos - tempos de coleta

apos a inoculacdo do patdgeno.

Fonte: Do autor (2022).
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APENDICE C - Resumo da analise de variancia da atividade da enzima polifenol oxidase (PPO)
em folhas de soja pulverizadas com tetraaminoetanol de cobre nas doses de 2 e 3 mL L™

Quadrados Médios

Causas de Variagao GL
PPO Antes PPO Apos

Tratamento 2 1,75E+0009 NS 922056203,67 *
Bloco 3 2,29E+0009 N® 190567283,31 NS
Tempo 3 114634243,29 NS 66872238,59 N°
Tratamento X Tempo 6 4,85E+0009 * 526598030,61 NS
Residuo 47 - -
Média - 49971,46 36356,32
CV exp. (%) - 71,68 44,02

NS Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. * valor significativo ao
nivel de 5%, respectivamente pelo teste F. GL = graus de liberdade. CVexp. = coeficiente de variagdo
experimental. PPO Antes - tempos de coleta ap6s aplicacdo do produto; PPO Apés - tempos de coleta
apos a inoculacdo do patdgeno.

Fonte: Do autor (2022).
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APENDICE D - Resumo da analise de variancia de teores de compostos fenolicos sollveis
totais em folhas de soja pulverizadas com tetraaminoetanol de cobre nas doses de 2 e 3 mL L™.

Quadrados Médios

Causas de Variagao GL
Fenol Antes Fenol Apos

Tratamento 2 0,52 NS 5,51 NS
Bloco 3 0,42 NS 1,25N5
Tempo 3 9,91 * 0,45NS
Tratamento x Tempo 6 1,44NS 4,38 NS
Residuo 47 - -
Média - 4,98 4,93
CV exp. (%) - 21,06 35,64

NS Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. * valor significativo ao
nivel de 5%, respectivamente pelo teste F. GL = graus de liberdade. CVexp. = coeficiente de variagdo
experimental. Fenol Antes - tempos de coleta ap6s aplicacdo do produto; Fenol Apds - tempos de coleta
apos a inoculacdo do patdgeno.

Fonte: Do autor (2022).
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APENDICE E - Resumo da analise de variancia de teores de lignina soltvel em folhas de soja
pulverizadas com tetraaminoetanol de cobre nas doses de 2 e 3 mL L™,

Quadrados Médios

Causas de Variago GL Lignina Antes Lignina Apo6s
Tratamento 2 15,55 * 32,24 *
Bloco 3 5,89 NS 26,67 *
Tempo 3 18,49 * 0,0007 *
Tratamento x Tempo 6 8,93 * 0,75 NS
Residuo 47 - -
Média - 7,95 9,52
CV exp. (%) ] 24,15 26,61

NS Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. * valor significativo ao
nivel de 5%, respectivamente pelo teste F. GL = graus de liberdade. CVexp. = coeficiente de variagdo
experimental. Lignina Antes - tempos de coleta apds aplicagdo do produto; Lignina Apds - tempos de
coleta ap6s a inoculagdo do patdgeno.

Fonte: Do autor (2022).



