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RESUMO

Ha vérios relatos da utilizacdo de fosfitos no controle de doengas de plantas, por meio de agéo direta, antiflngica e
indireta por indugdo de resisténcia. Essa atuagdo como indutor € questionada, ndo sendo encontradas, em muitos desses
trabalhos, evidéncias de respostas de defesa ativadas pelos sais de fosfito. Com o presente trabalho, objetivou-se estudar o
efeito de doses (0,62; 1,25; 2,5 e5mL.L* de 4gua) de fosfito de potassio naindugéo de resisténciaem mudas de cacaueiro aV.
dahliae, além de investigar os possiveis mecanismos envolvidos na resposta de defesa. Foram realizados experimentos no
Laboratério de Fisiologiado Parasitismo e casa-de-vegetagédo do Departamento de Fitopatologia— UFLA. A aplicagdo foliar do
fosfito foi realizada 7 dias antes das inocul agdes e as avaliages de severidade foram realizadas aos 20, 30, 40, 50 e 60 dias ap6s
ainoculagdo. Foi realizado tambhém um experimento para verificar o efeito toxico direto e outro para avaliar a atividade das
enzimas peroxidases e polifenol oxidases e a concentracgéo de lignina. O tratamento com o fosfito de potassio (1,25 mL.L* de
agua) proporcionou 10% de reducdo na area abaixo da curva de progresso da severidade da murcha-de-Verticillium (AACPD),
60 dias apds aplicacdo foliar, ndo diferindo de nenhuma das doses, nem datestemunha. Todas as doses utilizadas apresentaram
efeito fungitoxico, inibindo a germinacéo de V. dahliae. A aplicacdo do fosfito de potassio (1,25 mL.L* de dgua) ndo induziu
aumento na atividade das enzimas peroxidases e polifenol oxidases em relagdo a testemunha. Plantas tratadas com esse produto
apresentaram um pegueno incremento na concentracdo de lignina, ndo apresentando diferenca significativa da testemunha
absoluta.

Termos para indexacdo: Theobroma cacao, murcha-de-Verticillium, lignina, peroxidases, polifenol oxidases.

ABSTRACT

There are several reports concerning with the use of phosphites for controlling of plant diseases, through direct
action, antifungal, and indirect, by resistance induction. The performance of phosphites asinducer of resistanceis questioned,
not finding in many of those papers, evidences of defense responses activated by these salts. The present work aimed at
studying the effect of doses (0.62; 1.25; 2.5 and 5.0 mL.L"* of water) of potassium phosphite on the protection of cocoa
seedlings against V. dahliae, besides investigating the possible mechanismsinvolved in the defense response. Experiments
were accomplished at the laboratory of Physiopathology and in a greenhouse at the Plant Pathology Department - UFLA.
Foliar applications of phosphite were carried out 7 days before inoculation and severity assessments at 20, 30, 40, 50 and
60 days after inoculation. Experimentswere also set to verify the toxic effect of phosphites and to evaluate the action of the
enzymes peroxidases and polyphenoloxidases and the lignin content. The treatment with the potassium phosphite
(1.25 mL.L"* of water) provided only 10% reduction in the area under the disease progress curve (AUDPC), 60 days after
spraying, not differing from none of the doses, nor from the dose zero. All the used doses presented antifungal effect,
inhibiting the germination of V. dahliae conidia. The application of the potassium phosphite (1.25 mL.L* of water) did not
induce increase in the activities of the enzymes peroxidases and polyphenoloxidases in relation to the control. Treated
plants with that product presented a small increment in the lignin content, not presenting a significant difference to the
absolute control.

Index ter ms: Theobroma cacao, Verticilliumwilt, lignin, peroxidases, polyphenol oxidases.
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INTRODUCAO

\erticillium dahliae Kleb. é um fungo habitante
do solo que causa murcha vascular em vérias espécies de
plantas cultivadas (RESENDE, 1994). Em cacaueiro
(Theobroma cacao L.), este patégeno representa um fator
limitante a producdo em algumas das principais regides
produtoras do mundo, principalmente em condicfes de
deficiéncia hidrica, com periodos prolongados de seca
(ALMEIDA et d., 1993). A murcha-de-Verticillium pode
induzir sintomas foliares (epinastia, murcha, descoloracéo
e desfolha), vasculares (descoloracdo do xilema e
entupimento de vasos) e declinio (definhamento e morte)
(HIEMSTRA, 1998).

O manegjo da murcha-de-Verticillium em espécies
arboreas é dificil, pois o fungo produz microesclerddios,
estruturas de resisténcia que podem sobreviver no solo
por varios anos. De maneira geral, devem ser tomados
alguns cuidados, como plantio em &realivre do patégeno,
desinfestacd@o do solo com fumigantes, solarizacéo, adubos
verdes ou controle hioldgico, uso de material livre do
patégeno, uso de cultivares resistentes e minimizacéo de
préticas culturais que danifiquem as raizes (GOUD, 2003).

As limitacdes existentes a aplicacdo de defensivos
agricolas na cultura do cacaueiro aliados a escassez de
cultivares com elevado nivel de resisténcia, fazem com que
aresisténciainduzida represente uma alternativa potencial
no combate as principais doencas nessa cultura.

Um produto utilizado no manejo de doencas de
plantas, inclusive em espécies arbdreas € o fosfito de
potéssio, sendo indicado no controle de oomycetos como
Phytium spp. e Phytophthora spp. e de fungos causadores
de podriddes do colo, raiz, tronco e frutos (MCDONALD et
al., 2001). O efeito direto do fosfito no metabolismo de
Phytophthora é importante na supressao da doenca,
contudo, este ndo deve ser o Gnico mecanismo de agdo do
produto no controle do patégeno que, nareaidade, resultaria
de uma acdo mista envolvendo também a ativacdo do sistema
de defesa natural daplanta (SMILLIE et ., 1989).

Os sais de fosfito também est&o sendo usados com
sucesso em doengas causadas por outros fungos como
mildio em cruciferas, de maneira dependente da dose
utilizada. A protecdo restringiu-se apenas aos tecidos
tratados, ndo havendo resposta sistémica, embora os
autores sugiram a atuagao sinergistica dos modos de agéo
direto sobre o patégeno e indireto, ativando as defesas
dessas hortalicas (BECOT et a., 2000). Frutos de macieira
tratados com fosfito de potassio (250 mL/100 L) + CaCl,
(2%) apresentaram menor incidéncia de podriddes e menor
didmetro de lesBes. Esses resultados foram semel hantes

aos obtidos com a aplicacéo do fungicida padrdo iprodione
e superiores a aplicacao de fosfito de potassio isoladamente
(BRACKMANN et d., 2004).

De maneira geral, com o presente trabalho,
obj etivou-se estudar o efeito do fosfito de potéassio como
indutor de resisténcia no cacaueiro a V. dahliae e estudar
0s mecanismos envolvidos na resposta de defesa como
peroxidases, polifenoloxidases e lignina.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério
de Fisiologia do Parasitismo e em casa-de-vegetacdo do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal
de Lavras-MG.

Efeito direto de doses de fosfito de potéssio na germinagao
deconidiosdeV. dahliae

Para se verificar atoxidez direta das doses de fosfito
de potassio a V. dahliae foram realizados testes de
germinagdo em laminas escavadas com trés cavidades,
utilizando-se um isolado de V. dahliae de quiabeiro
(Abelmoschus esculentus Moench.), oriundo do municipio
de Lavras, MG. Em cada cavidade foi depositada 40 pL da
suspensdo de conidios (10° conidios.mL?) e 40 pL dos
produtos: fosfito de potéssio (Hortifos,, ® - 27% de P,O, e
27% de KO, daAgrichem do Brasil Ltda) 0,62; 1,25; 2,5e
5 mL.L de dgua; acibenzolar-S-metil (ASM, 0,2g.L%) eno
tratamento testemunha foram adicionados 40 pL de agua
destilada esterilizada. As laminas foram incubadas em
ambiente saturado e mantidas a 25°C, sob regime de 12 horas
de luz e 12 horas de escuro, por um periodo de 24 horas. Apés
este periodo, foi paralisado o crescimento do fungo por meio
daadicdo de 10iL de solugdo de lactoglicerol em cada cavidade.
O delineamento experimental foi o inteiramente ao acaso, com
sais repeticdes e os dados foram analisados utilizando-se o
programa SISVAR® (FERREIRA, 2000).

Efeito de doses de fosfito de potassio na severidade da
mur cha-de-Verticillium em mudas de cacaueiro

Nos experimentos foram utilizadas plantulas
obtidasapartir de sementesde cacaueiro dacultivar “EEG
64”, suscetivel amurcha-de-Verticillium, provenientesda
Ceplac - Linhares, ES. Assementesforam pré-germinadas
em bandejas contendo substrato vermiculita e, apés 7 dias,
transplantadas para sacos de 3 litros contendo o substrato
composto por terra, areia e esterco bovino na proporcéo
de 2:1:1, respectivamente. As mesmas foram dispostas em
bancadas de aco e mantidas em casa-de-vegetacdo com
temperatura em torno de 25°C.
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Foi realizada pulverizacdo foliar com fosfito de
potassio em quatro doses: 0,62; 1,25; 2,5 e5mL.L* de &gua
seguidas por inoculagdo com V. dahliae, sete dias apos.
Foi utilizada também uma testemunha sem inoculacdo, além
de outrainoculada (dose 0) e um tratamento com 0 ASM,
acibenzolar-S-metil, (0,2g.L* de agua) seguido por
inoculagéo.

A inoculagdo foi realizada de acordo com a
metodologia de Bugbee & Presley (1967) pelo método de
puncdo caulinar, utilizando-se seringas e agulhas estéreis.
A agulhafoi inseridaem um angulo de 45° com o eixo do
caule até atingir o lenho da planta, sendo depositada uma
gota de suspensdo de conidios (10° conidios.mL™?). As
plantas testemunhas foram tratadas, de maneira similar,
com uma gota de agua estéril.

As avaliacdes da severidade da doenca foram
realizadas aos 20, 30, 40, 50 e 60 dias apds ainoculagéo,
utilizando-se uma escala de notas preconizada por Sidhu
& Webster (1977), com notas variando de 0 a4, em que
O=auséncia de sintomas, 1 = 1% a 25%, 2 = 26% a 50%, 3 =
51% a 75% e 4= mais de 75% de reducdo da area foliar
devido a clorose, necrose e murcha

Para ponderar a severidade na planta, foi aplicado
o indice de McKinney (1923) e a area abaixo da curvade
progresso da murcha-de-Verticillium (AACPD) foi obtida
com base nos indices de severidade, de acordo com
Campbell & Madden (1990).

O delineamento experimental utilizado foi de blocos
casualizados, com trés repeticles e 12 plantas por parcela
e os dados foram analisados utilizando-se o programa
SISVAR® (FERREIRA, 2000).

Deter minacdo dos mecanismos bio quimicos envolvidos
naresposta de defesa

Para a determinacdo dos mecanismos envolvidos
na resposta de defesa, utilizando-se a dose que
proporcionou menor AACPD no experimento anterior,
foram utilizadas plantulas de cacaueiro cultivar “EEG 64”,
com aproximadamente quatro folhas, cultivadas sem
estresse em bandejas contendo substrato Plantmax® e
irrigadas diariamente com solugdo nutritiva de Hoagland
& Arnon (1950).

O experimento consistiu de seis tratamentos: dose
que apresentou menor AACPD do experimento com as
mudas, ASM (0,2 g.L™* de &gua) e um tratamento com &gua,
todos seguidos por inoculagdo ou ndo com V. dahliae
(BUGBEE & PRESLEY, 1967). Os tratamentos foram
aplicados quatro dias antes da inoculacdo e as coletas

foram realizadas aos 4, 8, 13 e 18 dias apds a pulverizacio.
O delineamento experimental utilizado foi o de blocos
casualizados, com trés repeticoes e parcela experimental
composta de duas plantas por coleta.

Para a determinacdo das proteinas totais,
peroxidases e polifenoloxidases foi utilizado 1,5 g de caule,
coletados no local dainoculacdo, macerados em almofariz
com tampao acetato de sodio 50 mM, pH 5,2, contendo
NaCl 0,5 M e 0,4% de &cido citrico. Posteriormente, a
mistura foi filtrada em gaze dobrada e a suspensdo foi
centrifugada a 4°C (14.000 g por 15 minutos). O
sobrenadante foi mantido a -20°C, até o momento das
andlises.

A determinacdo das concentracGes de proteinas
sollveis totais foi realizada de acordo com o método
proposto por Bradford (1976), a determinag&o da atividade
de peroxidases e polifenoloxidases foi realizada de acordo
com ametodologia de Kar & Mishra (1976) e os resultados
foram expressos em unidade de atividade por miligrama de
proteina por minuto.

O contetdo de lignina foi determinado como
descrito por Stadnik (1999), por meio do ensaio com
acido tioglicélico (MONTIES, 1989) e os resultados
expressos em microgramade ligninapor miligramade
matéria fresca

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito de doses de fosfito de potassio na ger minacao de
conidios deV. dahliae

Todas as doses de fosfito de potassio testadas
apresentaram algum efeito téxico na germinacdo de
conidios de V. dahliae. Nas dosesde 2,5e5,0mL.L* a
germinacao dos conidios foi de 0% e 1%, enquanto que
nas doses de 0,62 e 1,25 mL.L™* foi de 35% e 21%,
respectivamente. (Tabela 1). No tratamento com o0 ASM
(0,2 g. L) agerminacdo foi de 67%. Aparentemente, 0s
conidios germinados tratados com fosfito de potassio
apresentaram tubos germinativos menores que 0s
tratados com ASM e a testemunha. Nojosa (2003),
trabalhando com Phoma costarricensis em cafeeiro,
observou que o fosfito de potéassio na dose 10 mL.L™*
inibiu o crescimento micelial em 62% e nasdosesde 1,5 a
10 mL.L* reduziu o comprimento do tubo germinativo em
32,6%, enquanto que o fosetil-Al inibiu 100% do
crescimento micelial nasdosesde 2 a4 g.L . De acordo
com Feen & Coffey (1989), o efeito do fosfito de potéssio
seriaté@o potente quanto o do fosetil-Al, pois possui modo
de acdo similar ao mesmo.
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Efeito de doses de fosfito de potassio na severidade da
mur cha-de-Verticillium em mudas de cacaueiro

N&o houve efeito significativo das doses de fosfito
de potassio testadas, entretanto a dose que apresentou
menor AACPD em relagdo a testemunha inoculada foi
1,25 mL.L*, com 10% de redugdo na AACPD (Figural),
entretanto n&o diferiu estatisticamente das demais doses.
O tratamento com ASM apresentou menor AACPD que as

doses de fosfito de potéssio (teste de Scott-Knott, p d”
0,05), tendo conferido protecéo de 30 % em relacdo a
testemunha inoculada.

Varios trabal hos relatam a eficécia de fosfitos em
reduzir doencas em plantas, principalmente doencas
causadas por oomycetos (FOSTER et al., 1998). Entretanto,
ndo ha relatos para doengas vasculares, provavelmente
porque resultados negativos ndo tém sido divulgados.

TABELA 1 - Efeito de doses de fosfito de potéssio e do ASM (acibenzolar-S-metil) na germinagéo de conidios de

\erticillium dahliae.

Tratamento Ger minacdo média (%)
Testemunha 100
Fosfito de potéssio 0,62 mL.L™ 35
Fosfito de potéssio 1,25 mL.L™ 21
Fosfito de potassio 2,5 mL.L™ 1
Fosfito de potéssio 5 mL.L™ 0
ASM 0,2g.L* 67
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FIGURA 1 — Area abaixo da curva de progresso da severidade da murcha-de-Verticillium (AACPD) em mudas de
cacaueiro. Tratamentos: ASM: acibenzolar-S-metil seguido por inoculaco; Fosfito: fosfito de potéssio nas respectivas
dosagens seguidos por inoculagdo; Test. Abs.: testemunha absoluta; Test. Inoc.: testemunha inoculada.. Barras =
desvio padrdo damédia. M édias com mesmaletrando diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P d” 0,05).
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Efeito dofosfito de potassio na atividade de per oxidases,
polifenoloxidases e na lignificaco

Caules de plantas tratadas com o ASM, adotado
como padréo de induco de resisténcia, einoculados com
0 patégeno apresentou pico de peroxidases, 13 dias apos
pulverizacdo, aumentando ainda mais aos 18 dias, enquanto
gue plantas tratadas com o ASM, sem inoculagéo,
apresentaram uma maior atividade dessa enzima aos 18
dias ap6s pulverizacdo (Figura2 A).

Foi observado um pequeno incremento na atividade
da peroxidases aos 13 dias ap6s a pulverizacdo do fosfito
de potassio (1,25 mL.L 1) seguido por inoculagdo com V.
dahliae, fato também observado na testemunha inoculada.
Esse comportamento demonstra que ainoculagdo por meio
de puncéo caulinar também promoveu um aumento suave
na atividade de peroxidases podendo ser uma resposta da
planta ao ferimento (Figura 2 B).

O tratamento com ASM (0,2 g.L!) seguido por
inoculagdo induziu um aumento na atividade de
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polifenoloxidases aos 18 dias apds pulverizagdo. De acordo
com a Figura 3A, ocorreu uma tendéncia de aumento de
polifenol oxidases na testemunha inoculada e no tratamento
com ASM sem inoculagdo aos 18 dias ap0s pulverizagao.
N&o foi observada mudanca na atividade de
polifenoloxidases na testemunha ndo inoculada com V.
dahliae, nem na testemunha inoculada com agua. A
aplicacao de fosfito de potassio (1,25 mL.L1) ndo induziu
incremento significativo na atividade de polifenol oxidases
(Figura3B).

Paredes lignificadas podem impedir a penetragcdo
ou desenvolvimento de fungos em tecidos vegetais
(AGRIOS, 1997; PASCHOLATI & LEITE, 1995). Em
cafeeiro, Nojosa (2003), observou umamaior lignificacéo
em plantas de cafeeiro tratadas com fosfito de potéssio (5
mL.L"1), sem inoculagdo e inoculadas com Hemileia
vastatrix. Entretanto, em mudas de cacaueiro o tratamento
com fosfito de potéssio (1,25 mL.LY) ndo aumentou o
contelido de lignina, ndo diferindo estatisticamente dos
demais tratamentos, incluindo o ASM (Figura 4).
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FIGURA 2 - Efeito do ASM e fosfito de potassio sobre a atividade de peroxidases em caules de mudas de cacau.
UA.mgPL.min: unidade de atividade por miligrama de proteina por minuto. Tratamentos: ASM: acibenzolar-S-metil;
ASM+: acibenzolar-S-metil seguido por inoculagdo; Fosfito: fosfito de potassio (1,25 mL.L?); Fosfito +: fosfito de
potéssio (1,25 mL.L1) + inoculagdo; Test. Abs.: testemunha absoluta; Test +: testemunha + inoculagdo; Test. Inoc.
Agua: testemunha inoculada com dgua. A inoculago foi realizada aos cinco dias apds a pulverizagdo dos tratamentos.

Barras = desvio padréo da média.
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FIGURA 3 - Efeito do ASM e fosfito de potéssio sobre a atividade de politenol oxidases em caules de mudas de cacau.
UA.mgPL.min; unidade de atividade por miligrama de proteina por minuto. Tratamentos: ASM: acibenzolar-S-metil;
ASM+: acibenzolar-S-metil seguido por inoculagdo; Fosfito: fosfito de potassio (1,25 mL.L?); Fosfito +: fosfito de
potéssio (1,25 mL.L1) + inoculagdo; Test. Abs.: testemunha absoluta; Test +: testemunha + inoculagdo; Test. Inoc.
Agua: testemunha inoculada com dgua. A inoculago foi realizada aos cinco dias apds a pulverizagdo dos tratamentos.
Barras = desvio padréo da média.
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FIGURA 4 - Concentragéo de ligninaécido solivel em caul e de plantul as de cacaueiro cultivar “EEG 64” aos 18 dias
apos pulverizagdo com os tratamentos: ASM: acibenzolar-S-metil; ASM+: acibenzolar-S-metil seguido por inocul agao;
Fosfito: fosfito de potassio (1,25 mL.L™2); Fosfito +: fosfito de potassio (1,25 mL.L ™) + inoculagdo; Test. Abs.: testemunha
absoluta; Test +: testemunha + inoculagdo; Test. Inoc. Agua: testemunha inoculada com égua. A inoculago foi

realizada aos cinco dias apds a pulverizagéo dos tratamentos. Barras = desvio padrdo da média. M édias com mesma
letrando diferem pel o teste de Scott-Knott (p d” 0,05).

CONCLUSOES teve efeito protetor significativo em mudas de cacaueiro

O fosfito de potassio em todas as doses ContraV.dahliae. o
utilizadas, 0,62, 1,25, 2,5 e 5 mL.L* de &gua, apresentou Fosfito de potassio (1,25 mL.L”) néo induziu, em
efeito fungitoxico, inibindo a germinagio de conidios ~ Cacaueiro, aumento significativo naatividade das enzimas
de V. dahliae. peroxidases e polifenol oxidases, nem promoveu incremento

O fosfito de potéssio, nas dosagens utilizadas, ndo  no contetido de lignina.
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