UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO CENTRO
UNIVERSITARIO NORTE DO ESPIRITO SANTO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM AGRICULTURA TROPICAL

RENATA APARECIDA AHNERT DOS SANTOS

ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE COMPOSTOS DE
COBRE, ZINCO E POTASSIO NO CRESCIMENTO
MICELIAL E GERMINACAO DE CONIDIOS DE

Fusarium solani f. sp. piperis

Sao Mateus — ES
Julho 2019



UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO CENTRO
UNIVERSITARIO NORTE DO ESPIRITO SANTO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM AGRICULTURA TROPICAL

ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE COMPOSTOS DE
COBRE, ZINCO E POTASSIO NO CRESCIMENTO
MICELIAL E GERMINACAO DE CONIDIOS DE

Fusarium solani f. sp. piperis

RENATA APARECIDA AHNERT DOS SANTOS

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal do Espirito Santo, como parte das
exigéncias do Programa de Pds-Graduacédo
em Agricultura Tropical, para a obtencéo do
titulo de Mestre em Agricultura Tropical.

Orientador: Marcelo Barreto da Silva
Coorientador: Adriano Fernandes

Sao Mateus - ES
Julho 2019



Ficha catal ogréfica disponibilizada pelo Sistema Integrado de

Bibliotecas - SIBI/UFES e elaborada pelo autor

A285a

Ahnert dos Santos, Renata Aparecida, 1987-

Atividade antifungica de compostos de cobre, zinco e
potéassio no crescimento micelial e germinacao de conideos de
Fusarium solani f. sp. piperis/ Renata Aparecida Ahnert dos
Santos. - 2019.

39f. :il.

Orientador: Marcelo Silva.

Coorientador: Adriano Fernandes.

Dissertacdo (Mestrado em Agricultura Tropical) -
Universidade Federal do Espirito Santo, Centro Universitario
Norte do Espirito Santo.

1. Antifungica. 2. Fusarium solani. 3. Cobre. 4. Zinco. 5.
Potéssio. I. Silva, Marcelo. 1. Fernandes, Adriano. 1.
Universidade Federal do Espirito Santo. Centro Universitario
Norte do Espirito Santo. IV. Titulo.

CDU: 63




RENATA APARECIDA AHNERT DOS SANTOS

ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE COMPOSTOS DE COBRE, ZINCO E
POTASSIO NO CRESCIMENTO MICELIAL E GERMINAGCAO DE
CONIDIOS DE Fusarium solani f. sp. piperis

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pés-Graduagdo em Agricultura Tropical
da Universidade Federal do Espirito Santo,
como requisito parcial para obtengdo do
titulo de Mestre em Agricultura Tropical.

Aprovada em 05 de julho de 2019.

COMISSAO EXAMINADORA -

. C

/ ,// i /4 / > s S

: ifzzf,gfz 779 axd
Prof. Dr. Marcelo Barreto da Silva

iversidadleFederaI do Espirito Santo
Orientador

) 1 /) . 1
/ ,/"{4/\ 1 Q /’%’) /> Q{/@W,L/;f

Prof. Dr. Adriano Alves Fernandes
Universidade Federal do Espirito Santo
Coorientador

2 o4 LC\\’/‘A W
\NAVOVUCa ) JOAO o
Prof(a). Dr(a). Verénica D’Addazio °

Pinheiro
Universidade Federal do Espirito Santo




Ficha catalogratica disponibilizada pelo Sistema Integrado de
Bibliotecas - SIBL/UFES e elaborada pelo autor

Ahnert dos Santos. Renata Aparecida. 1987-

A285a Atividade antifiingica de compostos de cobre, zinco e
potassio no crescimento micelial e germinacdo de conideos de
Fusarium solani f. sp. piperis / Renata Aparecida Ahnert dos
Santos. - 2019.

39f il

Orientador: Marcelo Silva.

Coorientador: Adriano Fernandes.

Dissertacdo (Mestrado em Agricultura Tropical) -
Universidade Federal do Espirito Santo. Centro Universitario
Norte do Espirito Santo.

1. Antifiingica. 2. Fusarium solani. 3. Cobre. 4. Zinco. 5.
Potassio. I. Silva. Marcelo. II. Fernandes. Adriano. III.
Universidade Federal do Espirito Santo. Centro Universitario
Norte do Espirito Santo. IV, Titulo.

CDU: 63




PAGINA DE APROVACAO



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao Criador Universo por me conceder uma vida com saude e proximo de
pessoas que me amam.

Agradeco aos meus pais, Frida Ahnert e Aylton Santos por sempre me apoiarem ao
longo de minha vida, além de me dar suporte, atencéo, carinho e amor sempre.
Agradeco ao meo esposo Geraldo Nogueira, por ter me suportado em meio as minhas
crises e acompanhado nessa ardua caminhada do mestrado, por me apoiar sempre
gue precisei.

Agradeco ao professor Dr. Marcelo Barreto por disponibilizar a vaga de aluno e todo
apoio concedido. Ao professor Dr. Adriano Alves Fernandes pela oportunidade de
participar de um grande projeto..

Agradeco ao professor Dr. Antelmo Falqueto por todo apoio concedido, pelas
conversas descontraidas e pelos inimeros concelhos tanto profissional como pessoal.
Agradeco a Dr. Verdnica D’Addazio pelos ensinamentos, pelo companheirismo, pela
dedicacdo com o projeto e por todo apoio concedido.

Agradeco aos amigos Jodo Vitor Garcia, Lana Long, Adriele Jardim, Sara
Franschischeto, Kamila Passos, Pablo Vial, Lucas Sartori e tantos outros. Por
passarem comigo esses anos vencendo desafios, pelas conversas mega
descontraidas por todo apoio e dedicacdo. Vocés foram muito especiais nessa
jornada.

Agradeco amiga de Ana Paula Braido pelo companheirismo e dedicacdo em ajudar
sempre que precisei, principalmente na disciplina de estatistica. Uma amizade paraa
vida que o mestrado me deu.

Agradeco a Universidade Federal do Espirito Santo por conceder infraestrutura e
equipamentos para o desenvolvimento do trabalho, além de funcionarios bem
preparados e atenciosos para auxilio no desenvolvimento das atividades. Aos
professores do Programa de POs Graduacdo em Agricultura Tropical pelos
ensinamentos concedidos.

Agradeco a FAPES pela concesséao da bolsa, e financiamento do projeto.



SUMARIO

L S 1 11V [ P Y
N = 1 I 2 ¥ O Vi
CAPITULODS ...ttt sttt bt sttt eneenas 1

1. CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA. ..o, 2
1.1. MECANISMOS DE RESISTENCIA A DOENCA DE PLANTAS.........ccevvnnnn. 3
1.1.1. Fusarium X Pimenta-do-ReiN0.........cccoooiiiiiiiiiiiiiii e 3
1.1.2. MeCcanisSmOS de IESISTENCIA.........uuuuuiiieeeeeiiieiiiiee e e e e e et e e e e e e e 5
1.1.3. Uso de Cobre, Zinco e Potassio como indutores de resisténcia.................. 6
1.1.4. Mecanismos de acao do Potassio no controle de doencas de plantas........ 8
1.1.5. Mecanismos de acéo do Zinco no controle de doencgas de planta............... 9
1.1.6. Mecanismos de acéo do Cobre no controle de doencas de plantas.......... 10

2 CAPITULO 2 - ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE COMPOSTOS DE COBRE,
ZINCO E POTASSIO NO CRESCIMENTO MICELIAL E GERMINACAO DE

CONIDIOS DE Fusarium solani f. Sp. PiPeriS........ccccovereeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns 13
RESUIMO ... e 14
ADSITACT. ...t e e e e e e e e e 15
T 1o o [F o= Vo TR UPPPPIPPPIN 16
Material @ MELOUOS .......ccooiuiiiiiiiieeee et e e e 19
RESUIAAOS. ... 21
DISCUSSA0 ...t 28
CONCIUSEOD ..o 31

R I ENCIAS . . .. e e e e e e, 32



RESUMO

A busca por métodos e produtos alternativos de manejo das doencas vem
aumentando nos ultimos anos em decorréncia dos efeitos nocivos que o0s agrotoxicos
provocam ao meio ambiente e a salde humana. Os estudos para controle da fusariose
com uso de métodos alternativos sdo concernentes com as estratégias daagricultura
moderna e vao em dire¢do aos interesses econdmicos e ecoldgicos, sendo o estimulo
a defesa das plantas pela inducdo de resisténcia uma alternativa importante. A
protecdo natural das plantas contra agentes patogénicos é dada por diversos
mecanismos. Ela € parcialmente baseada numa variedade de barreiras
constitucionais ja presentes nos tecidos vegetais antes de qualquer ataque ou
infeccdo. Os micronutrientes tém sido apontados como um dos principais elementos
minerais associados a inducéo de resisténcia a doencas em plantas. Assim, o objetivo
desse estudo foi testar a atividade antifungica in vitro utilizando CuSQOa4, ZnSO4 e KCI

contra Fusarium solani f. sp. piperis.

Palavras-chave: Nutricdo Mineral; Crescimento Micelial; Producdo de Esporos;

Fusariose
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ABSTRACT

The search for alternative methods and products of disease management has been
increasing in recent years due to the harmful effects that pesticides cause to the
environment and to human health. The studies to control fusariosis using alternative
methods are related to the strategies of modern agriculture and go towards the
economic and ecological interests, being the stimulus to the defense of the plants by
the induction of resistance an important alternative. The natural protection of plants
against pathogens is given by several mechanisms. It is partly based on a variety of
constitutional barriers already present in plant tissues prior to any attack or infection.
Micronutrients have been identified as one of the major mineral elements associated
with the induction of resistance to plant diseases. Thus, the objective of this study
was to test the antifungal activity in vitro using CuSOas, ZnSO4 and KCI against

Fusarium solani f. sp. piperis.

Keywords: Mineral Nutrition; Mycelial Growth; Spore Production; Fusarium



CAPITULOS



1. CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA



1.1 Mecanismos de resisténcia a doenca de plantas

1.1.1 Fusarium X Pimenta do Reino

A caréncia de estudos visando o melhoramento, 0 manejo e o combate as
doencas da pimenta-do-reino agucam o desconhecimento cientifico sobre a cultura,
e, por isso, a atividade é frequentemente relegada ao esquecimento, em detrimento
de sua importancia no cenério regional, nacional e até mesmo internacional. Como
consequéncia, a Fusariose nao é totalmente estudadas, e as técnicas de prevencao
e combate a esta, bem como a outras doencas, ndo sdo ainda eficientes na sua
totalidade (SILVA et al. 2011).

De acordo com Lemos et al. (2011), um dos maiores problemas da fusariose
em pimenta do reino € a reducéao do ciclo produtivo das plantas, estimado em 12 anos,
para uma uma média de cinco a seis anos de sobrevivéncia. Por conseguinte, a
doenca torna-se mais severa dependendo da temperatura e umidade, tipo de solo,
presenca de nematoides, pH e teor de potassio (K) e susceptibilidade do hospedeiro
(SANTOS, 2008).

A podriddo-das-raizes, conhecida como fusariose, € a principal doenca da
pimenta-do-reino de ocorréncia restrita ao Brasil (TREMACOLDI, 2010). A doenca é
responsavel por dizimar lavouras inteiras. A fusariose foi detectada primeiramente no
Estado do Pard em 1960 e, atualmente, ocorre em todos os Estados produtores
(VENTURA e MILANEZ, 1983) e é responsavel, anualmente, pela morte de milhées
de pimenteiras (DUARTE et al., 2005).

O inicio da doenca pode ocorrer nas raizes ou na parte aérea. Segundo
Tremacoldi (2010), folhas amarelecidas e com queda prematura sao caracteristicas
da doenca iniciada pelas raizes. Com a evolug¢édo da doenga, os internddios também
amarelecem e caem até o secamento total da planta. O sistema radicular se reduz e
necrosa, podendo evoluir até 20 cm acima do solo. Em termos de produtividade da
cultura, a doencga causa a queda dos frutos. No entanto, quando a doenca tem inicio
a partir da parte aérea das plantas, os ramos amarelecem e secam com a evolugao
da doenca (SILVA et al., 2011).

Uma vez dentro do sistema radicular, os fungos séo inicialmente limitados a

raiz ou a base da planta e, em determinado momento, iniciam a dissemina¢ao para o



sistema vascular. Segundo Wheeler e Rush (2001), a morte da planta € causada por
uma combinacdo de fatores, dentre eles as toxinas produzidas pelo fungo e as
estruturas de defesa produzidas pela planta, as quais impedem a absorgcéo e o
transporte de agua atraves da planta. Porém, outra forma de manifestacdo da doenca
€ quando o apodrecimento atinge todo o sistema radicular. Nesses casos, a planta
morre subitamente. Nos tecidos internos, pode-se observar o escurecimento dos
vasos condutores, devido a obstrucdo causada pela acédo do fungo.

N&do ha tratamento quimico eficiente nem cultivares de pimenta-do-reino
comerciais resistentes a fusariose (TREMACOLDI, 2010). Entretanto, alguns produtos
alternativos, concernentes com as estratégias da agricultura moderna e vdo em
direcdo aos interesses econdmicos e ecologicos, tém sido testados quanto a
atividades antibidticas (fungicidas e fungistaticas) no controle de doencas de plantas.
Assim, em decorréncia dos efeitos nocivos que os defensivos agricolas provocam ao
meio ambiente e a saude humana, o manejo de doencas utilizando produtos
alternativos em substituicdo os métodos convencionais vem aumentando nos ultimos

anos.



1.1.2 Mecanismos de Resisténcia

A importancia dos mecanismos de resisténcia induzida e adquirida nas
plantas € conhecida de longa data, desde os trabalhos de CHESTER (1933) e
GAUMANN (1946). A protecdo natural das plantas contra patbgenos ocorre por
mecanismos baseados em barreiras constitucionais preexistentes antes de qualquer
infeccdo (Resisténcia Constitucional). Por conseguinte, por meio do estresse ou
inoculacdo, mecanismos de protecdo bioquimica podem ser ativados ou estimulados
(Resisténcia Adquirida ou Induzida). Como foi descoberto que os estimulos ou sinais
podem ser transportados desde os locais de inoculagdo em direcdo a tecidos mais
distantes, promovendo reacbes sistémicas de defesa, o termo “Sistémica” foi
agregado tanto a resisténcia adquirida quanto para a resisténcia Induzida (STICHER
et al., 1997).

A inducao de resisténcia em plantas a patégenos é conhecida desde o século
XX (CHESTER 1933; GAUMANN 1946) e, nos dias que correm, fitopatologistas ja
conseguem perceber a imensa possibilidade do fendmeno de inducao de resisténcia
para o controle de doencas em plantas (FODOR, JOZSA, e KIRALY 1998; STICHER,
MAUCH MANI, e METRAUX 1997). No século XXI, o uso de resisténcia sistémica
induzida como instrumento inteligente de controle serd a estratégia de escolha
(OKU,1994), considerada a premente necessidade de se minimizarem as agressoes
ao meio ambiente e os danos a saude decorrente do uso indiscriminado de pesticidas.

Entretanto, em alguns casos, o controle quimico é indispenséavel, gerando
aumento dos custos de producdo. Além disso, seu 0 uso indiscriminado pode causar
sérios danos ao ambiente e ao homem. De acordo com Carvalho et al. (2007), visando
aumentar a resisténcia das plantas as doencas de maneira sustentavel, adubacdes
equilibradas séo consideradas medidas preventivas. Segundo o0s autores, essa
medida contribui para a preservacdo do ambiente e da saude humana por reduzir o

emprego de fungicidas quimicos.



1.1.3 Uso do Cobre, Zinco e Potassio como indutores de resisténcia

Um dos fatores limitantes para a producdo agricola esta intimamente ligado
as doencas de plantas. As praticas adotadas pelos produtores, como 0 uso de
defensivos agricola, promovem preocupacdes de seguranca ambiental e alimentar.
Na maioria das vezes, os produtores usam dessa pratica por desconhecerem que a
nutricdo mineral de plantas tem um papel importante no controle de doengas. Os
beneficios dessa pratica séo atribuidos ao baixo custo econdmico e ao valor ecoldgico.
Os micronutrientes tém sido associados a inducdo de resisténcia a doencas em
plantas (ZAMBOLIM, et al., 2005).

Segundo Zambolim et al. (2012), os nutrientes minerais podem afetar,
principalmente, dois mecanismos de resisténcia primaria das plantas as doencas: (a)
a formacédo de barreiras mecanicas (ex.: espessura das paredes das células) e (b) na
sintese de compostos de defesa (ex.. compostos secundarios, antioxidantes,
fitoalexinas e flavondides. Neste sentido, pode-se inferir que a nutricdo mineral
adequada pode influenciar o grau de resisténcia das plantas por atuar em
modificacdes histologicas e/ou morfoldgicas e, também, na sua composicado quimica.
A auséncia de um nutriente essencial nos tecidos da planta pode refletir diretamente
sobre o patdgeno, afetando sua sobrevivéncia, reproducdo e desenvolvimento
(HUBER; ARNY, 1985; MARSCHNER,1986; PERRENOUD, 1990).

O indice de translocacdo mede a eficiéncia da planta em transportar um
elemento da raiz para a parte aérea. Xiaohai et al. (2008) encontrram um indice de
translocacédo igual a 0,78 para cobre e zinco em mamoneira. Este indice, quando
superior a 1 (valor de referéncia), indica uma eficiente habilidade da planta em
transportar os elementos das raizes para a parte aérea (MAHMUD et al., 2008, MELO
et al., 2009).

Segundo Kabata-Pendias e Pendias (1984), o cobre ndo é prontamente movel
na planta sendo sua mobilidade limitada e particularmente dependente do estado
nutricional em termos de cobre e de nitrogénio. A maior parte do elemento permanece
nos tecidos das raizes e folhas até a senescéncia, e 0s 6rgaos jovens sao 0s primeiros
a desenvolver sintomas de deficiéncia de cobre. De acordo com estes autores, a
translocacdo do cobre das raizes para a parte aérea € lenta devido o elemento estar

ligado fortemente as paredes celulares das mesmas. Todavia, a sua mobilidade nos



tecidos vegetais pode aumentar com o nivel de suprimento do elemento. Silva et al.
(2007) também encontraram maiores valores de indice de translocacdo para o zinco
do que para o cobre em plantas de soja cultivadas em solos contaminados por esses
elementos. Alguns autores consideram o zinco altamente movel ao passo que outros
atribuem a ele mobilidade intermediaria (MARSCHNER, 1995). De fato, quando existe
um grande suprimento de zinco, muitas espécies de plantas translocam quantidades
apreciaveis do elemento das folhas velhas para 6rgédos de crescimento, mas quando
as mesmas espécies estdo em condicdes de deficiéncia, apresentam baixa
mobilidade do nutriente nas folhas velhas (LONERAGAN, 1975). O potassio, por sua
vez, é caracterizado por alta mobilidade nas plantas em todos os niveis, no interior de
células individuais, dentro dos tecidos, e no transporte a longas distancias pelo xilema
e floema.

O uso do zinco tem se mostrado eficiente no controle de doengas em plantas.
Borges et al. (1991) em Tenerife, na Espanha, verificaram que a adubag¢ao com zinco,
durante trés anos consecutivos, resultou em reducéo significativa no surgimento do
Mal-do-Panama em bananeiras do “Dwarf Cavendish”. Zambolim et al. (2005) relatam
que, em algodao cultivado em solo com aplicacdo de 100 ppm de zinco aumentou a
resisténcia das plantas ao Fusarium oxysporium f.spp. O papel do zinco, nesse caso,
€ aumentar o conteldo de &cido ascorbico e carboidratos das plantas, conferindo,
dessa forma, resisténcia a murcha-de-fusarium. A reducao nos niveis de cobre poderia
comprometer a protecdo do tecido vegetal contra infeccao por bactérias e na reducao
da populacéo bacteriana na superficie foliar (MENEGUIM et al., 2007).

O potéssio reduz a suscetibilidade das plantas a parasitas obrigatérios e
facultativos. Este efeito pode ser bastante drastico no caso da podridao-do-colmo
causado por Helminthosporium signmoideum. A doenca pode ser controlada
simplesmente com aplicacdo de fertilizantes potassicos (ISMUNADJI, 1976, apud
MARSCHNER 1988). O potassio, frequentemente, reduz a incidéncia de danos
causados por varias doencgas, como crestamento-foliar bacteriano, podriddo-do-colmo
e mancha foliar no arroz e ferrugem-do-trigo; mancha-bacteriana no algodao, mancha-
de-Cercospora em mandioca e em Vigna radiata e podriddo de mudas causadas por
Rhizoctonia solani em Vigna radiata e no feijdo-caupi (TANDON; SEKHON, 1989,
apud FAGERIA et al., 1997).



1.1.4 Mecanismos de acdo do Potassio (K) no controle de doencas de
plantas

E conhecimento comum aos produtores de que a ocorréncia de pragas e
doencas esté relacionado ao estado nutricional das plantas. Maiores concentracoes
de potassio (K) diminuem a competicdo interna de agentes patogénicos
(Holzmueller et al., 2007). Segundo Mengel (2001), este estado nutricional permite
as plantas alocar mais recursos para desenvolver paredes celulares e prevenir
infeccdo por patdégenos e ataques de insetos.

Perrenoud (1990) registrou que a aplicacdo de K diminuiu a incidéncia de
doencas na maioria casos analisados. Mas, as vezes, a auséncia de efeitos ou
mesmo efeitos contrarios foram observados. O efeito benéfico de K foi mais evidente
para doencas fungicas e bacterianas (70 e 69% dos estudos relataram uma
diminuicao da incidéncia da doenca causadas por esses microorganismos).

O uso do K para induzir resisténcia tem relacao direta com o metabolismo
primario e secundario da planta, uma vez que pode tornar a planta nao atrativa aos
patégenos, devido a sua acédo direta ha anatomia e fisiologia vegetal.

O K é essencial para o funcionamento de multiplas enzimas de plantas,além
de regular o padrdo de metabolitos. Em concentracbes adequadas, a sintese de
compostos de alto peso molecular (como proteinas, amidos e celulose) aumenta
acentuadamente, diminuindo, assim, as concentracfes de compostos de baixo peso
molecular, como acgucares sollveis acidos organicos, aminoacidos e amidas, nos
tecidos vegetais. Estes compostos de baixo peso molecular sdo importantes para o
desenvolvimento de infeccdes e infestagbes por patdbgenos. Portanto,
concentracfes mais baixas desses compostos aumenta vulnerabilidade das plantas
ao ataques de pragas e doencas (Mengel, 2001).

O K influéncia na doenca de plantas em virtude da ativacdo de enzimas
envolvidas na respiracdo e fotossintese, processos fornecedores de cadeias de
carbono para a sintese de substancias de defesa, bem como na regulacdo
estomatica influenciando no transporte de solutos via fluxo de massa (BLOOM,
2004). A abertura e o fechamento dos estdmatos € um efeito altamente especifico
do potéassio. Na deficiéncia de potassio, os estdbmatos ndo se abrem regularmente,
e, consequentemente, menor absor¢ao de gas carbbnico ocorre e, portanto, menor
assimilacado fotossintética (MALAVOLTA, 2006).



O mecanismo de agao do K no controle da severidade de doencas de
plantas ainda ndo é bem comprendido. A resisténcia pode estar relacionada, em
parte, ao efeito do K em promover o espessamento de paredes celulares em células
da epiderme, ao escape da doenca, como resultado do crescimento mais vigoroso
da planta ou a uma fisiologia mais fortalecida da planta.

Sarwar (2012) concluiu que o menor dano de patdgenos nas plantas
nutridas com K pode ser atribuido a uma falta de preferéncia sob suficientes
concentracfes de nutrientes, bem como a sintese de compostos defensivos que
levam a uma maior mortalidade, como o aumento das concentra¢des de fenol, que

desempenham um papel critico na resisténcia da plantas (Prasad, 2010).

1.1.5 Mecanismos de acado do Zinco (Zn) no controle de doencas de

plantas

O Zinco é um metal componente de muitas enzimas desidrogenases,
peptideos e outras enzimas metélicas (HUBER, 1989 ; ZAMBOLIM; VENTURA,
1996). Em nivel enzimatico, o Zn desempenha duas funcdes: é necessario para a
sintese de triptofano que, ap0és varias reacdes, produz o acido indolacético (AlA);
(1) o AIA é uma auxina que, como tal, contribui para aumentar o volume celular,
promovendo o crescimento dos tecidos pelo seu alongamento e (2) regula a
atividade da ribonuclease (RNAse) que, hidrolisando o RNA, causa a diminuicao da
sintese proteica e, portanto, da multiplicacéo celular (MALAVOLTA, 1980, 2006).

Com relacdo a susceptibilidade das plantas a doencas, os resultados
descritos mostram que o Zn pode tanto reduzi-la como aumenta-la e, em alguns
casos, nao apresentar qualquer efeito (Graham e Webb, 1991; Grewal et al., 1996).
Na maioria dos casos, a aplicagdo de Zn reduziu a gravidade da doencga, o que
poderia ser devido ao efeito téxico de Zn sobre o patdgeno diretamente e nao
através do metabolismo da planta (Graham e Webb, 1991). O zinco desempenha
um papel importante na sintese de proteinas e amido, e, portanto, uma baixa
concentragdo de zinco induz o acumulo de aminoacidos e acgucares redutores em
tecido vegetal (Marschner, 1995; Romheld e Marschner, 1991). Como ativador de
Cu / Zn-SOD, Zn esta envolvido na protecdo de membrana contra danos oxidativos

através da desintoxicacao de radicais superoxido (Cakmak, 2000).
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1.1.6 Mecanismos de agdo do Cobre (Cu) no controle de doencas de
plantas

Em muitos casos, doencas de plantas sao dificeis de controlar dependendo
do nivel da infeccdo. Os nutrientes tem uma melhor resposta quando usados antes
do contato com o patdégeno, conferindo a planta resisténcia ao agente causador da
doenca. E de cunho cientifico que o cobre tem um papel importante no controle de
alguns agentes patogénicos. Em relacdo ao uso do cobre, podem estar envolvidos
e operando simultaneamente varios mecanismos de resisténcias de plantas a
patdgenos. Um dos mais conhecido é a toxidade direta, como bactericida e
fungicida. Muitas doengas sdo atenuadas com o seu uso. O cobre é essencial nos
processos fisioldgicos da planta, que influenciam a resisténcia ou a suscetibilidade.
Porém, o0 seu uso neste aspecto ainda tem sido limitado (GRAHAM, 1983 ;
GRAHAM; WEBEB, 1991). O controle de agentes patogénicos com o uso de cobre
pode ndo estar diretamente ligado ao microrganismo mas sim a resisténcia que a
planta adquiriu. Assim como o0 zinco, o cobre compde muitas enzimas e esta

envolvido na sintese de proteinas e carboidratos.

O cobre é um regulador ou um fator essencial em varios sistemas
enzimaticos envolvidos na defesa de plantas a infec¢céo, na producédo de compostos
antimicrobianos e na resisténcia geral as doencas (GRAHAM ; GRAHAM; WEBEB,
1991). Por exemplo, o uso de cloreto de cobre induz a atividade de chalcone
sintetase, enzima-chave na biossintese de diversos flavondides envolvidos na
resisténcia de plantas as doencas. Uma amino oxidase contendo cobre esta
envolvida na producdo de H202 nas paredes celulares ( LAURENZI et al., 2002).
Baixas quantidades de cobre estimulam a atividade da peroxidase, enquanto alta
concentracao reduz a atividade da enzima. A reducado da atividade da peroxidase
pode resultar no acumulo de peroxidos, em virtude do aumento na respiracdo dos

tecidos infectados. Outra enzima

gue pode degradar peroxidos € a catalase. O aumento na concentragdo de
cobre pode reduzir também a atividade da catalase. A inibicdo da peroxidase e da
catalase pode resultar no acumulo de peroxidos, que séo altamente bactericidas.
Alta concentracao de cobre induz a atividade da polifenoloxidase, que é responsavel
pela conversao de compostos fendlicos e substancias bactericidas, denominadas

de quinonas. Em sintese, o cobre pode induzir resisténcia pelo aumento da sintese



11

de perdéxidos, compostos fendlicos e quinonas (ZAMBOLIM et al., 2012).

As lacases contendo cobre sdo um fator importante de viruléncia para
muitos fungos patogénicos em plantas, tornando-os capazes de degradar barreiras
fisicas e de detoxificar fitoalexinas e taninos no corte de infeccdo. A expresséo de
lacase em fungos pode ser regulada por micovirus que infectam os patdgenos
fungicos para influenciar a viruléncia (MAYER; STAPLES, 2002). O efeito dos
fungicidas cupricos esta relacionado diretamente a morte dos esporos no inicio do
processo de germinacédo, antes que penetrem nos tecidos.

Sabe-se que ions Cu* e Cu** formam inuUmeros complexos com
grupamentos sulfidricos, amino, carboxilico e hidroxilico de componentes, mas
simultaneamente, inibem enzimas ndo dependentes do grupo sulfidrilico, como a
sacarase, catalase, arginase, asparaginase, betaglucosidade e outras. O ion cobre
forma complexo estavel principalmente com o grupo sulfidrila, o qual parece ser o
sitio de acdo primaria nas células dos microrganismos sensiveis. Neste caso, o ion
Cu* € mais ativo e mais toxico do que o ion Cu**. A predominancia do ion mono ou
bivalente dependente do estado de reducéo dentro dos compartimentos celulares.
Um dos primeiros efeitos dos ions de cobre na células € o aumento da
permeabilidade das membranas, o que resulta no rapido extravasamento de sais
armazenados dentro da célula, principalmente de potassio, além de outros
distirbios que levam a inativacdo e morte dos esporos. Os ions cobre podem
também ser rapidamente acumulados dentro da célula, em virtude da capacidade
de formar complexos com grande namero de enzimas contendo grupos SH, amino,
carboxilico e hidroxilico. Isto resulta em inativacéo de enzimas essenciais de classes
diferentes, que necessitam desses grupamentos para exercerem sua funcao
normal. Supfe-se, também, que varias rotas metabodlicas e atividades dos
microrganismos sensiveis séo reduzidas por esses fungicidas, pelo fato de grande
numero de enzimas e proteinas dentro das células sensiveis serem afetados por
estes fungicidas (ZAMBOLIM et al., 2012).

E muito dificil determinar o sitio primario de acdo destes compostos, em
virtude de acdo destes compostos, em virtude do ataque simultdneo em varios
componentes celulares essenciais, 0 que resulta em ag¢ao generalizada. Isto traz
grandes vantagem, pois ndo se corre o risco do aparecimento de populacdes

resistentes a estes compostos, principalmente pelos organismos capazes de
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produzirem grande numero de compostos sulfidrilicos, os quais poderiam, em maior
ou menor grau, prenderem ou inativarem esses fungicidas (ZAMBOLIM ; VALE,
2003).
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CAPITULO 2 - ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE COMPOSTOS DE COBRE,
ZINCO E POTASSIO NO CRESCIMENTO MICELIAL E GERMINACAO DE
CONIDIOS DE FUSARIUM SOLANI F. SP. PIPERIS

Artigo submetido a revista: Microbiology Research Journal International
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RESUMO

AHNERT Renata Aparecida Santos; M.Sc.; Universidade Federal do Espirito Santo;
julho de 2019; Atividade anti fungica de compostos de cobre, zinco e potassio
contra Fusarium solani f. sp piperis in vitro; Orientador: Marcelo Barreto da Silva,

Coorientador: Adriano Alves Fernandes.

A fusariose é uma doenca que causa grandes prejuizos econémicos para
produtores de pimenta-do-reino (Piper nigrum L.). Apesar ser uma doenca de grande
importancia, ndo ha registro de controle quimico eficiente. Assim, objetivou-se avaliar
a atividade antifungica de compostos de cobre, zinco e potdssio no crescimento
micelial e germinacao de conidios de Fusarium solani f sp piperis in vitro. O fungo foi
mantido em meio BDA (Batata Dextrose Agar). Para a inoculacéo, discos de 7 mm da
cultura pura foram transferidos para placas de Petri, contendo o0 mesmo meio. As
placas foram incubadas a 25°C em B.O.D., com fotoperiodo de 12h, por 15 dias. Os
micronutrientes foram fornecidos na forma de sulfatos, CuSOs e ZnSQOs, nhas
concentracfes de 1, 5, 10, 15 e 20 mmol/L. O macronutriente potassio (K) foi fornecido
na forma de cloreto de potassio (KCI) nas concentracbes de 30, 60, 90,120 e 150
mmol/L. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com
6 tratamentos e dez repetigcbes. O CuSO4 mostrou efeito fungicida nas concentracdes
de 10, 15 e 20 mmol/L. Para 0 ZnSO4 o crescimento micelial foi inibido completamente
nas concentracdes de 15 e 20 mmol/L. N&o houve inibicdo ou reducdo do crescimento
fungico na presenca de K. O cobre e o zinco, em concentra¢cdes minimas foram
eficientes no controle do crescimento micelial e na inibicdo da germinacao de esporos
de F. solani f. sp. piperis. Contrariamente, o potassio ndo exerceu efeito fungicida ou

fungistatico sobre o fungo.

PALAVRAS-CHAVE- fusariose, nutrientes, inibicao
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ABSTRACT

AHNERT Renata Aparecida Santos; M.Sc.; Universidade Federal do Espirito Santo;
julho de 2019; Atividade anti fungica de compostos de cobre, zinco e potassio
contra Fusarium solani f. sp piperis in vitro; Orientador: Marcelo Barreto da Silva,

Coorientador: Adriano Alves Fernandes.

Fusariosis is a disease that causes great economic damage to black pepper
producers (Piper nigrum L.). Although it is a disease of great importance, there is no
effective chemical control. The objective of this study was to evaluate the antifungal
activity of copper, zinc and potassium compounds in the mycelial growth and
germination of conidia of Fusarium solani f sp. piperis in vitro. The fungus was
maintained on PDA (Potato Dextrose Agar). For inoculation, 7 mm discs from the pure
culture were transferred to Petri dishes containing the same medium. The plates were
incubated at 25 ° C in B.O.D., with photoperiod of 12h, for 15 days. The micronutrients
were supplied as sulphates, CuSO4 and ZnSO4 at the concentrations of 1, 5, 10, 15
and 20 mmol/L. The potassium macronutrient (K) was supplied as potassium chloride
(KCI) at the concentrations of 30, 60, 90, 120 and 150 mmol/L. The experiment was
carried out in a completely randomized design, with 6 treatments and 10 replicates.
CuSO4 showed a fungicidal effect at concentrations of 10, 15 and 20 mmol/L. For
ZnS0O4 the mycelial growth was completely inhibited at concentrations of 15 and 20
mmol/L. There was no inhibition or reduction of fungal growth in the presence of K.
Copper and zinc in minimal concentrations were efficient in controlling mycelial growth
and in inhibiting the spore germination of F. solani f. sp. piperis. In contrast, potassium
had no fungicidal or fungistatic effect on the fungus.

KEY WORDSs - fusariosis, nutrient, inhibition
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INTRODUCAO

Os fungos patogénicos incluem um grande e heterogéneo grupo de
organismos que ocupam importante posicdo tanto na agricultura como nas
populagcbes naturais (Burdon e Silk, 1997). O género Fusarium spp. € classificado
como um ascomiceto, caracterizado por um micélio hialino, ramificado e septado, com
esporoforos em forma de fidlides e conidios de forma e tamanho variavel. Apresenta
macroconideos fusiformes, com varios septos (LEAL et al., 2005). As espécies de
Fusarium sdo conhecidas como fitopatdogenos, sapréfitas, com distribuicdo mundial
(Hennequin et al., 1999).

Fusarium solani (Mart.) Appel & Wr. emend. Snyd. & Hans. f. sp. piperis,
Albuquerque (Telemorfo Nectria haematococca Berk. & Br. f. sp. piperis Albug.) é
agente causal da fusariose e tem trazido grandes prejuizos econdémicos para
produtores de pimenta-do-reino (Piper nigrum L.), dizimando lavouras inteiras. A
doenca pode iniciar no sistema radicular ou na parte aérea. Quando iniciada pelas
raizes, o sistema radicular € reduzido e se torna necrotico, ocasionando folhas
amareladas e flacidas e queda prematura das mesmas. Por outro lado, uma vez
iniciada na parte aérea, esta é caracterizada pela presenca de ramos amarelados em
uma planta bem vigorosa. Com a evolucédo da doencga, € observado o secamento na
parte superior e inferior da planta (Ventura e Costa, 2004; Tremacoldi, 2010, Silva et
al., 2011). De acordo com Pandey et al. (2018), as perdas na producéo devido a
doencas de plantas sdo um desafio consideravel que o atual sistema de producao
agricola enfrenta mundialmente, representando pelo menos 25% do total. Apesar da
fusariose ser uma doenca de grande importancia, ndo ha registro de controle quimico
eficiente.

Os métodos mais utilizados no controle de isolados patogénicos de Fusarium
incluem a utilizacdo de cultivares resistentes, desinfestacdo do solo com fungicida
quimico e rotacdo de cultura utilizando plantas ndo hospedeiras (Agrios, 1988). A
utilizacdo de cultivares resistentes seria uma alternativa, porém dificuldades como a
identificacdo dos genes de resisténcia ou a habilidade de adaptacdo do patégeno a
novos genotipos podem tornar a resisténcia uma solucao temporaria (Sutton, 2000).
Além disso, o controle quimico de Fusarium spp. ndo é totalmente eficiente, uma vez

que o0 patdgeno penetra no tecido vascular da planta (Tokeshi, 2000). A rotacdo de
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cultura seria de pouca eficiéncia ja que este patdogeno € um fungo de solo, capaz de
sobreviver por longos periodos nos restos de cultura e apresenta varias espécies
vegetais como hospedeiras (Sutton, 2000).

Os fungicidas sintéticos convencionais sdo em grande parte considerados os
meios mais eficazes e econbmicos para o tratamento da doenca. No entanto, a
intensidade de uso e 0 modo de acao especifico da maioria dos fungicidas sintéticos
acabam por levar a problemas de resisténcia e a um aumento do custo ambiental.
(Pandey et al., 2018; Kah et al., 2018; Sun et al., 2018). Assim, formas alternativas de
controle despertam interesse cada vez maior, levando a investigacdo e ao
desenvolvimento de produtos eficazes e sustentaveis para o controle de fitopatbgenos
(Deliopoulus et al., 2010). De acordo com Zambolim et al. (2005), alguns micro e
macronutrientes tém sido apontados como um dos principais elementos minerais
associados a inducao de resisténcia a doencas em plantas.

Devido ao seu baixo custo, atividade protetora e redugdo do risco de
desenvolvimento de resisténcia controlado pelo amplo modo de acdo contra os
patdgenos, os compostos de cobre tém sido explorados para proteger as culturas
agricolas de muitas pragas, incluindo aquelas que causam um grande numero de
infec¢des bacterianas e fungicas. (Keller et al., 2017). Segundo Zambolim et al. (2012),
os ions de Cu em contato com 0s esporos ou com o tubo germinativo do patdégeno
podem se acumular na membrana ou penetrar e se concentrarem no interior dos
esporos ou micélio, onde atuam inibindo enzimas essenciais ao processo metabdlico
dos microrganismos. Uma vez acumulados no interior das células, seus efeitos
tornam-se irreversiveis.

O interesse de pesquisa em derivados de Zn esta aumentando (Savi et al.,
2013a, 2013b), devido a sua forte atividade antimicrobiana em baixas concentracées
e também por suas caracteristicas ndo toxicas em quantidades adequadas. O zinco
sendo micronutriente essencial desempenha um papel importante em muitos
processos metabdlicos integrais (Rout e Das, 2003). O Zn também pode ajudar a
aumentar a biossintese de clorofilas e carotendides e melhorar o aparato fotossintético
da planta (Aravind e Prasad, 2004). As propriedades optoelétricas, fisicas e
antimicrobianas significativas do zinco oferecem grande potencial para aumentar a
produtividade agricola (Hussain et al., 2016). Seu modo de acdo ainda ndo esta
completamente esclarecido, mas sabe-se que atua diretamente sobre o patégeno
(Zzambolim et al., 2012).
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Entre os macronutrientes de grande importancia para a planta, o potassio é
um dos elementos que apresenta resultados muito positivos na redugao da incidéncia
de pragas e doencas (Graham, 1983; Sharma et al., 2005), sendo capaz de reduzir a
severidade de mais de 100 fungos (Raij, 1990). De acordo com Taiz e Zeiger (2004),
0 potassio € um nutriente essencial para as plantas, requerido como cofator de mais
de 40 enzimas, sendo muitas delas envolvidas na respiracao e na fotossintese. Dessa
forma, é um nutriente importante na prevencdo de doencas de plantas, uma vez que
estd envolvido em muitos processos celulares que influenciam a severidade da
doenca. Seu efeito na prevencdo de doencas causadas por bactérias, fungos e
nematoides tem sido relatado (Zambolim et al., 2012; Rawat et al., 2016). O aumento
de resisténcia a doencas pela fertilizacdo com o potassio tem sido atribuido a varios
mecanismos, como permeabilidade das células e decréscimos da suscetibilidade dos
tecidos a maceracdo e penetracdo do patdégeno (Zambolim et al, 2012; Wang et al.,
2013). O potéssio influencia na reducéo de doencas de plantas em virtude da ativacéo
de enzimas envolvidas na respiracdo e fotossintese, processos fornecedores de
cadeia de carbono para sintese de substancias de defesa, bem como a regulacao
estomética influenciando no transporte de solutos via fluxo de massa (Bloom, 2004).

A utilizacdo de nutrientes com acao antifingica pode ser uma estratégia de
controle de patdgenos que causam inestimaveis perdas econdmicas. Os nutrientes
como cobre, zinco e potassio sao de facil acesso, tém baixo custo e ainda contribuem
para nutricdo vegetal. O objetivo desse estudo foi verificar a atividade antifingica de

CuSO0y4, ZnSO4 e KCI contra Fusarium solani f.sp. piperis.
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MATERIAL E METODOS

Material biolégico e cultivo

Foi utilizado o isolado de Fusarium solani f. sp. piperis CML 2466, da Colec¢é&o
Micologica de Lavras, Universidade Federal de Lavras — MG. O fungo foi mantido em
placas de Petri contendo o meio BDA (Batata Dextrose Agar), a 4°C. Para a
inoculagao, discos de 7 mm da cultura pura foram transferidos para placas de Petri,
contendo o mesmo meio. As placas foram incubadas a 25°C em B.O.D. (Biochemical

Oxygen Demand), com fotoperiodo de 12h, por 15 dias.

Concentracdes de Cobre, Zinco e Potéassio

Os micronutrientes foram fornecidos na forma de sulfatos, CuSO4 e ZnSOQO4,
nas concentracdes de 1, 5, 10, 15 e 20 mmol/L. O macronutriente Potassio (K) foi
fornecido na forma de Cloreto de Potassio (KCI) nas concentracdes de 30, 60, 90,120
e 150 mmol/L. Os nutrientes foram diluidos em &agua destilada esterilizada e no
momento do plagueamento foram adicionados ao meio de cultura BDA, em capela de
fluxo laminar. Apdés a solidificacdo, um disco de 7mm de diametro de micélio fungico,
com 15 dias de idade, foi transferido para o centro de cada placa de Petri, de 68 mm
de diametro. Utilizou-se como testemunha o meio BDA com o disco do fungo
(controle). As placas foram vedadas com Parafilm e mantidas em BOD a 25°C, com

fotoperiodo de 12 h.

Crescimento Micelial

A avaliacdo do crescimento micelial de F. solani nas placas controle e nos
tratamentos foi determinada a cada 2 dias, medindo-se o diametro das colénias em
direcdes ortogonais com auxilio de um paquimetro, até o0 momento em que a colbnia
do tratamento controle atingisse a borda da placa, ou seja, 12 dias apds a inoculacao
(DAI). A porcentagem de inibicdo de crescimento foi calculada segundo Guo et al.
(2006), onde o indice antifungico (%) = (1-Da/Db) x 100, sendo: Da o diametro da zona
de crescimento na placa teste e Db o diametro da zona de crescimento na placa

controle.
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Contagem de Esporos

A suspensao de esporos de F. solani nas placas controle e nos tratamentos
foi preparada pela adicdo de 20 mL de agua destilada esterilizada a cada placa
contendo o fungo, sendo estas raspadas com alca de Drigalsky, para uma eficiente
extracao dos esporos. A Contagem de esporos foi realizada em Camara de Neubauer
e a suspensao foi ajustada para uma concentracao de 106 esporos por mL-1.

Analise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizados
(DIC), com 6 tratamentos e dez repeti¢cdes para cada tratamento (Cu, Zn e K). Cada
repeticdo foi constituida por uma placa de Petri. Todos os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey por meio do software Genes (Cruz,
2016).



21

RESULTADOS

Crescimento Micelial

O crescimento micelial de F. solani foi dependente do nutriente e da dose
utilizada. O crescimento fungico foi completamente inibido em alguns tratamentos. O
CuSO4 mostrou efeito fungicida nas concentracdes de 10, 15 e 20 mmol/L, inibindo
totalmente o crescimento das colénias (Figura 1 A). Porém, na concentracdo de 5
mmol/L foi observado efeito fungistatico uma vez que o crescimento micelial foi
iniciado 6 dias apés a inoculacéo (Figura 2 A). Para o ZnSO4 o crescimento micelial
foi inibido completamente nas concentragées de 15 e 20 mmol/L, apresentando efeito
fungicida e significativamente reduzido nas concentracbes de 5 e 10 mmol/L,
exercendo efeito fungistatico (Figura 1 B). Este resultado é ratificado apos oito dias de
incubacéo com a observagao do crescimento micelial na concentracéo de 10 mmol/L
(Figura 2 B). Houve diferenca significativa para o tratamento com KCI (P<0.05) entre
as concentracdes testadas. Entretanto, ndo houve inibicdo ou reducédo do crescimento

fungico na presenca deste nutriente (Figura1l C e 2 C).

Porcentagem de inibi¢do de crecimento (P.l.)

O indice de inibicdo de crescimento micelial de F. solani, confirmou a
eficiéncia da atividade antifingica de CuSO4 e ZnSO4 (Tabela 1). Para o0 CuSOg, na
concentracdo de 5 mmol/L, houve inibicdo maior que 50% 12 DAI. As demais
concentracdes inibiram 100% o crescimento do fungo. Resultados semelhantes foram
observados para o ZnSO4 (Tabela 1). Entretanto, para o KCIl, em nenhuma das
concentracfes avaliadas foi observado P.l abaixo de 50%. Aos 2 DAI houve inducéo
de crescimento (Tabela 1), ndo havendo efeito fungistatico ou fungicida para este

nutriente.

NUmero de conidios

Doze dias apo6s inoculacéo (12 DAI), o numero de conidios de F. solani f. sp.
piperis foi inibido na presenca de CuSO4, ZnSO4 e KCI. O micronutriente Cu reduziu

em 84% a germinagdo de conidios na concentragcdo de 1mmol/L em relagdo ao
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controle. O mesmo nao foi observado para Zn na mesma concentracdo (Figura 3 A,
Tabela 2). Nas demais concentracbes de Cu e Zn, a germinacdo de conidios foi
significamente inibida (P<0.05), com valores maiores que 80%. Para o tratamento com
K, houve reducéo de 20,6% no numero de conidios na concentracdo de 30 mmol/L.As
demais concentracdes apresentaram reducéo maior que 50% quando comparadas ao
controle (Figura 3 B, Tabela 2).
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Figura 1- Atividade antifungica de CuSO4 (A), ZnSO4 (B) e KCI (C) contra F. solani f.
sp. piperis em BDA em diferentes concentragdes de nutrientes. Dados sdo mostrados
como valores médios. Colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey (P<0.05). Barras
representam o erro padrao da media.
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Figura 2- Efeito de CuSOa4 (A), ZnSO4 (B) e KCI (C) no crescimento mycelial de F.
solani f. sp. piperis, 12 dias ap0s a inoculacdo. Controle: BDA. Dados sdo mostrados
como valores médios. Colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem entre
siestatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey (P<0.05). Barras
representam o erro padrao da media.
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Tabela 1- Porcentagem de inibicdo de crescimento (P.l.) de F. solani f. sp. piperis

cultivado em CuSOg4, ZnS0O4 e KCI.

P.I. (%)
Tempo (dias) 2 4 i) 8 10 12
CuS0,; mmol/L
Controle 0 0 0 0 0 0
1 12.0 19.4 204 33.0 345 37.2
3 100 100 778 70.7 66.4 61.0
10 100 100 100 100 100 100
15 100 100 100 100 100 100
20 100 100 100 100 100 100
InS0; mmolL
Controle ] 0 0 0 ] 0
1 14.4 18.8 220 203 17.0 19.8
5 65.7 704 736 715 68.9 67.7
10 100 100 g99 813 795 799
15 100 100 100 100 100 100
20 100 100 100 100 100 100
ECl mmolL
Controle ] 0 0 ] ] 0
30 -0.9 7.1 16.6 18.7 19.2 214
60 -3.8 80 15.6 18.8 16.2 16.5
20 28 08 158 174 14.0 133
120 -3.0 2.7 82 6.1 4.4 1.0
150 -1.4 37 4.3 38 5.0 83
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Figura 3- Germinacédo de conidios de F. solani f. sp. piperis em CuSQas, ZnS0O4 (A) e
KCI (B) em diferentes concentracbes de nutrientes. Dados sao mostrados como
valores médios. Colunas seguidas pela mesma letra nao diferem entre si
estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey (P<0.05). Barras
representam o erro padréo da media.



Tabela 2- Reducdo no numero de conidios de F. solani f. sp. piperis cultivado em
CuSO0g4, ZnSO4 e KCI.

Reducio no nmimero de conidios (%)

mmol/L
Cus04
1 2472
5 97.2
10 100.0
15 100.0
20 100.0
InS04
1 0.0
5 8232
10 984
15 100.0
20 100.0
KCl1
30 206
60 529
20 483
120 536

150 73.5
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DISCUSSAO

A natureza generalizada e persistente de Fusarium spp. talvez seja devido a
sua capacidade de se manter e multiplicar em uma grande variedade de carboidratos
complexos e proteinas, resistindo assim, a climas adversos e a niveis elevados de
substancias toxicas, como muitos antibioticos e fungicidas. Fusarium solani parece
incorporar alguns dos membros mais dificeis do género (Smith, 2007).

A inibicdo do crescimento micelial de F. solani f. sp. piperis in vitro revelou
significativas variacdes na sensibilidade do fungo a diferentes nutrientes testados. No
presente estudo, CuSO4, ZnSO4 foram mais efetivos na inibicdo do crescimento
fungico, enquanto KCI mostrou efeito relativamente fraco comparando-o aos outros
nutrientes. Entretanto, observou-se que o Cu foi o0 composto que apresentou melhor
resultado contra o crescimento micelial e germinacdo de conidios de F. solani,
exibindo significativa inibigdo em concentracdes relativamente baixas do composto.

De acordo com Resende et al. (2008) e Melo et al. (2016), compostos de cobre,
zinco e potassio sao utilizados para o controle de microrganismos. Eles podem ter
efeito diretamente sobre o patdégeno (efeito fungicida ou fungistatico) ou ativar a
defesa natural das plantas, resultando em uma resisténcia induzida (Spolti et al., 2015;
Costa et al., 2017).

O cobre é usado atualmente devido as suas propriedades antifungicas. Em
particular, o Cu € responsavel pela interferéncia nos processos homeostaticos e
funcdes da membrana celular, danos a sintese de proteinas, producéo de espécies
reativas de oxigénio e ruptura do DNA (Krumova et al., 2009; Rai et al. (2018). De
acordo com Civardi et al. (2015), Cu exerceu efeito toxico a célula fungica de Rhodonia
placenta pela quebra de diferentes processos metabdlicos basicos. Significativa
atividade antifingica de Cu tem sido revelada em um numero de espécies patogénicas
incluindo Fusarium sp., Aspergillus niger, Rhizoctonia solani, Alternaria solani,
Alternaria alternata, Phoma destructiva (Pandey et al., 2018; Nemati et al., 2015;
Aleksandrowicz-Trzcinska et al., 2018).

Em relagdo ao Zn, varios estudos mostraram sua atividade antibacteriana
(Yamamoto, 2001; Stoimenov et al., 2002; Zhang et al., 2007; Liu et al., 2009).
Entretanto, existem poucos estudos que relatam o mecanismo sugerido para a

atividade antifingica de compostos de Zn (Sawai e Yoshikawa, 2004; He et al., 2011).
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Alguns autores sugerem que tal mecanismo pode estar baseado na formagéo de
espécies reativas de oxigénio, as quais rompem com a integridade da membrana
celular, impedindo o crescimento do patdégeno (Feng et al., 2000; Applerot et al., 2009;
Liu et al., 2009; He et al., 2011). De acordo com He et al. (2011), Krdl et al. (2017) e
Ashajyothi et al. (2016), compostos de Zn apresentaram potencial fungistatico contra
Fusarium sp., Botrytis cinerea, Penicillium expansum, Aspergillus niger e Rhizopus
stolonifer. Chand et al. (2016), observaram que entre os micronutrientes testados, o
Zn foi o que apresentou maior inibicdo do crescimento micelial de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense.

O efeito toxico acentuado de Cu e Zn contra esporos fungicos comparado ao
crescimento micelial pode ser atribuido as diferencas estruturais entre a parede do
esporo e da fase vegetativa do fungo. De acordo com Bartnicki-Garcia (1968), o teor
de quitina de muitas espécies fungicas é significativamente maior na parede das hifas,
em comparacdo com a parede dos esporos, tornando o Ultimo mais suscetivel a
alguns compostos. Além disso, durante o processo de germinacdo de esporos, a
presenca de enzimas como dissulfeto redutase e glucanases resultam no
enfraquecimento da parede celular, facilitando o alongamento do tubo germinativo e,
consequentemente, criando sitios de maior sensibilidade a substancias toxicas em
contato com a célula fungica. Em geral, a germinagcdo de conidios pode refletir a
capacidade de reproducdo e o desenvolvimento dos fungos. Savi et al. (2013),
sugerem que o efeito dos compostos de Zn sobre o crescimento de fungos pode estar
relacionado a sua propriedade, alterandoa capacidade de reproducao, em termos de
viabilidade de conidios. Malandrakis et al. (2019), estudando o efeito de cobre e zinco
sobre varios microrganismos, verificaram que Cu foi efetivo contra Alternaria alternata,
Botrytis cinerea, Monilia fructicola, Verticillium dahliae, Colletotrichum gloeosporioides,
Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici e Fusarium solani enquanto Zn exerceu
efeito fungicida contra M. fructicola, F. solani e V. dahliae.

Embora o K ndo tenha exercido inibigéo ou reducgéo do crescimento micelial e
producdo de esporos de F. solani, ha na literatura relatos que o potassio atua como
indutor de resisténcia as doencas de plantas (Holzmueller et al., 2007, Zorb et al.,
2014, Gao et al., 2018). A utilizagcdo de K como fertilizante de plantas pode diminuir a
incidéncia de doencas fungicas e bacterianas, bem como de insetos (Amtmann etal.,
2008), principalmente devido a alteragbes no metabolismo primario e respostas

hormonais da planta (Wang et al., 2013, Zorb et al., 2014). Dordas (2008), observaram



que a aplicacao de KCI na folhagem pode impedir o ataque de oidio em trigo.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho fornecem evidéncias de que cobre e
zinco exibiram atividade antifingica benéfica contra F. solani f. sp. piperis em
condicBes de laboratério. Por outro lado, nenhuma concentracao de potassio foi ativa
contra o fungo. Alta atividade antifingica foi observada em baixas concentracdes de
cobre e zinco, favorecendo o uso desses compostos. Avaliagbes cientificas estao
sendo realizadas em campo para verificar 0 desempenho desses nutrientes como

inibidores de crescimento de Fusarium.
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