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Inducao de resisténcia por fosfitos em soja
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soybean

RESUMO

OBIJETIVO: avaliar o potencial de produtos a base de fosfitos na ativacdao de mecanismos
de defesa em cotilédones de soja. METODOS: O experimento foi conduzido em DIC (5x4).
Os tratamentos foram constituidos de diferentes concentragdes de fosfito (0,002%,
0,003% e 0,004%), indutor de referéncia (Acibenzolar-S-Metil) e a testemunha, agua
destilada. Os cotilédones foram tratados, incubados e a atividade da enzima fenilalanina
amonia-liase (FAL) e das fitoalexinas determinada por espectrofotometria. RESULTADOS:
o fosfito ndo apresentou potencial de induzir a atividade da enzima fenilalanina amonia-
liase, mas induziu a producdo de gliceolina, uma fitoalexina da soja. CONCLUSOES: o
produto a base de fosfito é capaz de induzir a produgdo de gliceolina em soja, ou seja,
apresenta potencial para estimular mecanismos de defesa inerentes a planta.

PALAVRAS-CHAVE: Gliceolina. Fenilalanina amdnia-liase. Defesa vegetal.
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INTRODUCAO

A soja (Glycine max L.) é a cultura agricola brasileira que mais cresceu nas
ultimas décadas, sendo o Brasil o segundo maior produtor mundial do grdo
(EMBRAPA, 2017). O principal desafio da cultura é aliar produtividade com
sustentabilidade, diminuindo os riscos ao meio ambiente e contribuindo para a
seguranca alimentar.

Alguns compostos naturais e sintéticos estimulam respostas naturais de
defesa vegetal, de forma similar aos observados em interacdes planta-patdégeno
(DANIEL; GUEST, 2006). Estes compostos sdao conhecidos como indutores de
resisténcia. Fosfitos tém sido utilizados para induzir respostas de defesa nas
plantas (ESHRAGHI et al., 2011). Estudos sugerem que os fosfitos tem um modo
complexo de agao, incluindo os efeitos diretos e indiretos. O efeito direto refere-
se a inibicdo do crescimento de agentes patogénicos e reducdo ou mudanc¢a no
seu metabolismo (KING et al., 2010), ja o efeito indireto envolve a estimulacdo
dos mecanismos de defesa da planta, tal como o aumento da producdo de
fitoalexinas e ROS (espécies reativas ao oxigénio), a inducdo de proteinas
relacionadas com patogénese (PR proteinas) e reforco da parede celular
(ESHRAGH] et al., 2011).

A enzima fenilalanina amodnia-liase (FAL) é indicativa da expressdo
constitutiva de metabdlitos secunddrios de origem fendlica, essenciais a
estrutura celular (PREGELJ et al., 2011). A enzima esta envolvida no primeiro
passo da sintese dos fenilpropandides, com a conversao de fenilalanina em acido
trans-cinamico, o que resulta em compostos como a lignina, que conferem
resisténcia a parede celular e atuam como sinalizadores e em respostas de
defesa. Além disso, atua na biossintese, na regulacdo da sintese de compostos
fendlicos (GERASIMOVA et al., 2005), e em respostas a estresses bidticos e
abidticos.

As fitoalexinas sdo metabdlitos secunddrios, antimicrobianos, produzidos
pela planta em resposta a estresses fisicos, quimicos ou bioldgicos. O modo de
acdo sobre fungos inclui granulacdo citoplasmatica, desorganizacdo dos
conteudos celulares, ruptura da membrana plasmatica e inibicdo de enzimas
flngicas, refletindo na inibicdo da germinagdo ou na elongagdo do tubo
germinativo e na redugdo ou na inibicdo do crescimento micelial (CAVALCANTI et
al., 2005). Em soja, a fitoalexina gliceolina (pterocarpandide) mostra-se
importante na interagao dessa leguminosa com fitopatdgenos, sendo que a
utilizacdo de cotilédones de soja mostrou-se como excelente ferramenta para
estudos envolvendo a agdo elicitora de moléculas de origem bidtica e abidtica
(SCHWAN-ESTRADA et al., 2000).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de produtos a base de
fosfitos na ativacdo de mecanismos de defesa em cotilédones de soja, quanto a
capacidade de estimular a producdo das enzimas FAL e gliceolina em cotilédones
de soja.

METODOLOGIA

O experimento foi conduzido no ano de 2017, nos Laboratérios de
Fitossanidade e Bioquimica da UTFPR, Campus Dois Vizinhos, Parana (PR).

Sementes de soja foram plantadas em bandeja pldstica, contendo areia
autoclavada (figura 1A). Apds oito dias, os cotilédones das plantulas foram
removidos e lavados com agua destilada. Os cotilédones foram colocados em
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placas de Petri® com disco de papel de filtro umedecido (figura 1B). Na face
abaxial, foi aberto um ferimento superficial e sobre este foram depositados 20uL
de cada tratamento (figura 1C). O experimento foi conduzido em DIC, com 5
tratamentos e 4 repeti¢cdes. Os tratamentos foram constituidos de diferentes
concentragdes de fosfitos (0,002%, 0,003% e 0,004%), indutor de referéncia
(Acibenzolar-S-Metil), e a testemunha dgua destilada. As placas foram mantidas
em BOD, sem fotoperiodo, a 262C. Apds 20 horas, os cotilédones foram retirados
das placas e colocados em béqueres de 25 mL contendo 10mL de agua destilada
e agitados em shaker a 160 rpm (1h), para a extracdo de gliceolina. A solugdo foi
filtrada em papel de filtro e a absorbancia foi determinada em espectrofotémetro
a 285nm (figura 1D).

Apds conclusdo da etapa de determinagdo da atividade de gliceolina, os
mesmos cotilédones foram utilizados para determinacdo da enzima FAL. As
leituras foram obtidas em espectrofotémetro a 290 nm.

Figura 1. Plantulas de soja cultivadas em areia autoclavada; (B) Cotilédones de
soja destacados das plantulas, compondo os diferentes tratamentos; (C) Detalhe
da deposi¢do de 20uL sobre o ferimento na face abaxial dos cotilédones; (D)
Leitura de fitoalexinas em espectrofotémetro. Fonte: Autoria prépria (2017)

] - .

Para andlise dos dados utilizou-se a ferramenta computacional R (TEAM,
2017) versdo 3.4.1.

Para verificar os pressupostos do modelo matematico do delineamento
experimental, utilizou-se ao nivel 5% de significancia o teste de Shapiro-Wilk
(para a normalidade dos residuos) e o de Bartlett (para a homogeneidade de
variancias). Na sequéncia, os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e quando significativos, procedeu-se o teste de comparagdo de médias
de Duncan.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias das variaveis respostas estudadas estdo discriminadas na tabela 1.
pagina | 3 A varidvel ‘FAL’ ndo atendeu os pressupostos do modelo matematico do
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delineamento experimental, sendo necessaria a transformacdo Box-Cox. Apds
transformacao procedeu-se com a ANOVA. O teste F indicou que ndao houve
diferenca significativa entre os tratamentos, embora a atividade enzimatica
apresentada pelos tratamentos com fosfitos sejam maiores que a dos
tratamentos com ASM e a testemunha.

Para a varidvel ‘fitoalexinas’, os pressupostos de normalidade dos residuos e
homogeneidade das variancias, ao nivel de 5% de significancia, foram atendidos.
O teste F indicou que houve diferenca significativa entre as médias dos
tratamentos (p<0,05), procedendo-se o teste de comparacdo de médias de
Duncan.

O tratamento fosfito a 0,004% com maior média (0,0793 Abs.g'1 de peso
fresco) ndo diferiu dos tratamentos com fosfito a 0,002% e 0,003%. Entretanto,
observou-se que o aumentou gradual da concentracdo de fosfito estd
correlacionado com a maior atividade de fitoalexinas. Ja o tratamento 5 (0,0453
Abs.g* de peso fresco) obteve menor média e n3o diferiu da testemunha (figura
2).

Tabela 1 — Médias das variaveis repostas ‘FAL’ e ‘fitoalexinas’ em cotilédones de
soja, obtidas em funcdo dos tratamentos. UTFPR- Campus Dois Vizinhos, 2017.

Varidveis respostas

Tratamentos FAL Fitoalexinas (Gliceolina)
(Abs.mg de proteina) (Abs.g ™' de peso fresco)

Testemunha 0.0316 0.0465

Fosfito 0,002% 0.0395 0.0738

Fosfito 0,003% 0.0382 0.0750

Fosfito 0,004% 0.0393 0.0793

Acibenzolar-S-metil 0.0326 0.0453

Fonte: Autoria propria (2017).

Figura 2. Indugao da fitoalexina gliceolina em cotilédones de soja em resposta a
diferentes tratamentos, sendo: T1 — testemunha; T2 — Fosfito 0,002%; T3- Fosfito
0,003%; T4- Fosfito 0,004%, T5 — Acibenzolar-S-Metil(ASM). UTFPR- Campus Dois
Vizinhos, 2017.
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Fonte: Autoria prépria (2017).
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CONCLUSAO
Ao finalizar este estudo, concluimos que o produto a base de fosfito é capaz

de induzir a producdo da fitoalexina gliceolina em soja, ou seja, apresenta
potencial para estimular mecanismos de defesa inerentes a planta.
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Induction of resistance phosphite in
soybean

ABSTRACT

OBIJECTIVE: to evaluate the potential of phosphite based products in the activation of
defense mechanisms in soybean cotyledons. METHODS: The experiment was conducted in
DIC (5x4). The treatments were composed of different concentrations of phosphite
(0.002%, 0.003% and 0.004%), reference inducer (Acibenzolar-S-Methyl) and the control
distilled water. The cotyledons were treated, incubated and the activity of the enzyme
phenylalanine ammonia-lyase (PAL) and phytoalexins determined by spectrophotometry.
RESULTS: phosphite had no potential to induce the activity of the phenylalanine ammonia-
lyase enzyme, but induced the production of gliceolin, a phytoalexin from soybean.
CONCLUSIONS: the product based on phosphite is able to induce the production of
glycerol in soybean, that is, it has potential to stimulate defense mechanisms inherent to
the plant.

KEYWORDS: Gliceolin. Phenylalanine ammonia-lyase. Vegetable defense.
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