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RESUMO - A antracnose ocasionada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum e o crestamento bacteriano comum, causado
por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli sdo exemplos de limitadores de producéo no feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.). As
doencas de plantas podem ser controladas quimicamente, com produtos que visam inviabilizar o desenvolvimento desses
microrganismos. Diante do exposto, objetivou-se com o presente trabalho avaliar os efeitos fungitoxico e bactericida de
quelatos de aminoacidos-metais sobre conidios de C. lindemuthianum e células de X. axonopodis pv. phaseoli in vitro. Foram
realizados dois experimentos, com delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4 x 5 (quatro
tratamentos e cinco concentragdes), contendo 4 repeticdes. As avaliacdes dos fungos foram realizadas em microscépio éptico,
contabilizando o nimero de conidios ndo germinados e para as bactérias foram feitas contagens do numero de col6nias
formadas. Os quelatos aminoacidos-metais de cobre, calcio, manganés e zinco apresentaram aptidao fungitéxica ao inibirem in
vitro a germinag&o de conidios de C. lindemuthianum, sobretudo na concentra¢do de 0,25%. O quelato aminoécido-metal de
zinco apresentou potencial antibacteriano, a partir da concentragéo de 0,50%, reduzindo em 67% o ndmero de col6nias de X.
axonopodis pv. phaseoli.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L., antracnose, crestamento bacteriano comum, biometais, controle alternativo.

In vitro ACTION OF AMINOACID-METALS CHELATES ON
Colletotrichum lindemuthianum AND Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli

ABSTRACT - Anthracnose caused by fungus Colletotrichum lindemuthianum and the common bacterial blight caused by
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, are examples of limiting productiviy factors in bean (Phaseolus vulgaris L.). The
plants’ diseases are control chemically, through products that aim to prevent the development of them. In view of the above,
this work aim evaluate the fungitoxic and bactericidal effects of aminoacid-metals chelates on the conidia of C.
lindemuthianum and X. axonopodis pv. phaseoli in vitro. The experimental design was completely randomized, ina 4 x 5 (four
treatments and five concentrations) in a factorial scheme, containing 4 replicates. The evaluations of the fungi were performed
under optical microscopy, counting the number of non-germinated concentrations and were not generated for the number of
colonies formed. Copper, calcium, manganese and zinc amino acid chelates exhibited fungitoxic ability by inhibiting in vitro
the germination of C. lindemuthianum conidia, especially at the concentration of 0.25%. The zinc metal aminoacid chelate
presented antibacterial potential, from the concentration of 0.50%, reducing in 67% the number of colonies of X. axonopodis
pv. phaseoli.

Keywords: Phaseolus vulgaris L., anthracnose, common bacterial blight, biometals, alternative control.

INTRODUCAO

Nas lavouras de feijdo, as doencas podem
comprometer a produtividade, que dependendo das
condicBes de ambiente, reduzem a qualidade e a
quantidade do produto produzido, inviabilizando em
alguns casos, areas para o plantio (PAULA JUNIOR et al.,
2014). A antracnose, ocasionada pelo patdgeno
Colletotrichum lindemuthianum, é uma das doencas
fungicas de destaque relacionadas a cultura do feijoeiro,
pois sua infecgdo ocorre praticamente em quase todas as
estruturas da planta (AMORIM et al., 2016).

O crestamento bacteriano comum (Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli) é uma importante bacteriose de
ocorréncia ampla e generalizada nos cultivos nos cultivos
de feijdo, principalmente em climas quentes e Umidos,
atingindo estruturas como caule, folhas, vagens e
sementes, ocasionando reducBes de até  70%,
comprometendo assim a produtividade (WENDLAND et
al., 2016).

Para tentar amenizar a ocorréncia destas doengas,
sem a utilizacdo de produtos quimicos, pode-se adotar
alguns métodos integrados de controle, como a utilizagdo
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de sementes sadias e cultivares resistentes, rotacdo de
culturas, eliminagdo de restos culturais, além do
fornecimento de condic@es ideais para a maxima expressao
das plantas, como fornecimento hidrico adequado e
adubacdo (SILVA et al., 2008).

A aplicacdo de fungicidas e bactericidas imdveis
ou sistémicos constitui uma alternativa de controle
quimico, sendo que, grande nimero desses produtos tem se
mostrado eficiente no controle de doengas de plantas,
desde que aplicados corretamente (NASCIMENTO et al.,
2008; COSTA et al., 2017). Todavia, além do aumento no
custo de produgdo, existe o risco a salde humana, assim
como a contaminagdo ambiental, sem mencionar o
aumento na frequéncia populacional de microrganismos
resistentes (LOPES et al., 2015).

Diante dos riscos citados, alguns estudos tém sido
realizados acerca de produtos menos tdxicos, extratos
vegetais, biologicos e fertilizantes foliares que contenham
ingredientes ativos promissores no controle de doencas e
induzam a resisténcia da planta contra fitopatégenos
(ALVES e NUNES, 2016; RUFINO et al., 2018). O
emprego desses indutores de resisténcia bidticos, abioticos,
fisicos ou quimicos, sdo tecnologias emergentes na
pesquisa e mercado agricola, tendo muito a percorrer no
controle de doencas (NOZAKI e KLIEMANN, 2016).

Os minerais quelatados estdo envolvidos em um
grande nimero de fungdes metabodlicas nas plantas, sendo
absorvidos de forma rapida e translocados e metabolizados
facilmente pelas células vegetais. Estes elementos,
associados aos aminoacidos, podem contribuir para as
respostas de  defesa  vegetal (MOHAMMADI;
KHOSHGOFTARMANESH, 2014). A resisténcia ou
susceptibilidade das plantas a doencas pode ser promovida
pelo efeito da nutricdo mineral, alterando as estruturas
anatémicas, além de influir nas propriedades bioquimicas
(ZAMBOLIM; VENTURA, 1993).

O uso de elementos quimicos no controle de
agentes fitopatogénicos pode ser considerada uma
alternativa na supressdo de doencas de plantas cultivadas.
Moraes et al. (2009), testando doses de silicato de calcio e
sulfato de cobre, afirmaram que, o aumento do
fornecimento desses elementos provoca o decréscimo nos
teores de outros, aumento no teor de silicio e
consequentemente, na reducdo da antracnose do feijoeiro.
Lenz et al. (2011) avaliaram a influéncia dos
micronutrientes zinco e manganés aplicados juntamente
com fungicidas (epoxiconazol + piraclostrobina) sobre a
severidade de doengas em trigo e verificaram reducdes de
de Drechslera tritici-repentis e Septoria tritici.

Os quelatos aminoacidos-metais influenciam
negativamente  nas  relagbes  patdgeno-hospedeiro,
desfavorecendo o desenvolvimento dos microrganismos C.
lindemuthianum e X. axonopodis pv. phaseoli.

Diante do exposto, objetivou-se com o presente
trabalho avaliar os efeitos fungitoxico e bactericida de
quelatos de aminoacidos-metais sobre conidios de C.
lindemuthianum e células de X. axonopodis pv. phaseoli in
vitro.
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MATERIAL E METODOS

O Colletotrichum lindemuthianum raga 73,
utilizado como patégeno desafiador, foi cedido pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria/Centro
Nacional de Pesquisa Arroz e Feijdo), com sede em Santo
Antonio de Goias (GO). O fungo CI 1247-78 é mantido
preservado em &gua destilada esterilizada (CASTELLANI,
1967), sendo multiplicado em placas de Petri contendo
meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA). As placas
foram incubadas em BOD, com fotoperiodo de 12 h, a
24°C por 15 dias (DILDEY et al., 2014).

Para a obtencéo dos conidios, fragmentos de meio
de cultura BDA contendo o micélio do patégeno foram
transferidos para tubos de ensaio contendo uma vagem de
feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) depositada em meio agar-
agua a 1%, previamente autoclavado. Apds 20 dias de
incubacdo a 24°C e fotoperiodo de 12 h (TOILLIER et al.,
2010), verificou-se a presenca de uma mucilagem
alaranjada recobrindo as vagens. Para a retirada dos
conidios formados, adicionou-se 20 mL de agua destilada
em cada tubo de ensaio e, com o auxilio de al¢a de platina,
realizou-se um esfregaco sob a mucilagem formada,
filtrando-se a suspensdo formada em gaze e, a seguir,
procedeu-se a contagem de conidios em cémara de
Neubauer, aferindo a 1x10* conidios mL™ (LUCARINI et
al., 2004).

A atividade antifingica in vitro dos quelatos de
aminoacidos com os metais cobre (Cu), manganés (Mn),
calcio (Ca) e zinco (Zn), foi avaliada para quatro doses do
produto Biometal® (59,5 g L™, 62,5 g L™* 595 ¢g L e
130 g L™) mais a testemunha, conforme recomendagéo do
fabricante. Para isso, laminas de microscopia foram
revestidas com 1 mL de meio de cultura agar-a4gua 1%,
sobre as quais adicionou-se 50 pL de suspensdo de
conidios de C. lindemuthianum (1x10* conidios mL™)
obtidos de culturas com 20 dias de idade e 50 pL das
solugdes dos quelatos de aminoacidos com metais, nas
concentrages 0, 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0% (viv),
anteriormente filtrados em membrana de nitrocelulose
(0,45 um de didmetro de poro). Ap6s 18 h de incubacéo a
24°C e auséncia de fotoperiodo, a germinacédo dos conidios
foi paralisada por meio da adicéo de 50 pL de azul algodéao
com lactofenol em cada lamina (VIECELLI et al., 2010).

Para a visualizagdo e contabilizacdo dos conidios,
as laminas foram observadas em microscopio de luz
(aumento 40x), contando com o auxilio de um contador
manual até atingir o nimero de cem, sendo considerados
germinados 0s que apresentavam tubo germinativo
desenvolvido, finalizando com o célculo das percentagens
(%) (POLTRONIERI et al., 2013).

O ensaio antibacteriano in vitro, semelhantemente
ao antifingico, foi realizado a partir de culturas estoque de
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, coletadas em areas
experimentais da regido, 0s quais permaneciam
preservados em agua destilada esterilizada
(CASTELLANI, 1967). A bactéria foi cultivada pelo
método de estrias em meio &gar-nutriente, com incubacéo
a 28°C por 48 h e fotoperiodo de 12 h (MARIANO;
SILVEIRA, 2005). Apoés essa etapa, obteve-se a curva de
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crescimento bacteriano (MARIANO; ASSIS, 2000), na
qual foram preparadas concentracBes de suspensdo da
X. axonopodis pv. phaseoli, a partir da cultura em placas,
fazendo as leituras em espectrofotdmetro a 580 nm. Na
sequéncia, calcularam-se o0s valores de unidades
formadoras de coldnias (UFCs), ajustadas para a leitura de
absorbancia de 0,004, correspondendo a 10° UFC mL™.

Em placas de Petri contendo meio de cultura agar-
nutriente previamente esterilizado, adicionou-se 1 mL de
cada quelato aminoacido-metal, anteriormente filtrados em
membrana de nitrocelulose de 0,45 um de didmetro de
poro, nas mesmas doses e concentracbes do ensaio com
Colletotrichum  lindemuthianum. Apés a completa
absorcdo dos quelatos no meio, adicionou-se 100 pL da
suspensdo bacteriana (10° UFC mL™), espalhando-as de
forma homogénea com o auxilio da alga de Drigalski. A
incubacdo se deu a 28°C por 48 h, realizando na sequéncia
a contagem do nimero de col6nias formadas.

Em ambos o0s experimentos o delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial (4x5) representado por quatro quelatos
aminoacidos-metais em cinco concentragdes distintas,
contendo 4 repeticOes, sendo cada placa uma repeticdo. Os
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dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia, a
5% de probabilidade de erro, e quando significativo,
submetidos a regressdo quadratica, sendo cada quelato
aminoacido-metal analisado separadamente, com auxilio
do programa estatistico Sisvar 5.0 (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O melhor ajuste dos dados referentes as
concentragdes dos quelatados aminoéacidos-metais de
cobre (Cu), manganés (Mn), célcio (Ca) e zinco (Zn) para
as avaliagbes antiflngicas, foi observado por meio de
modelo quadrético, sendo os pontos de maxima estimados
(Y) de 1052779; 104,03; 88,1289 e 74,9370,
respectivamente (Figura 1).

Os resultados obtidos com a analise de regresséo
em ambos o0s experimentos demostram que a menor
concentragdo (0,25%), foi responsavel pela maior
porcentagem de conidios ndo germinados in vitro de
Colletotrichum lindemuthianum. Isto indica que o0s
quelatos aminodcidos metais de Cu, Mn, Ca e Zn
interferem negativamente no processo de sobrevivéncia
e/ou disseminacdo desse patdgeno, em todos 0s produtos
testados.
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FIGURA 1 - Porcentagem de conidios ndo germinados in vitro de Colletotrichum lindemuthianum sob produtos quelatados
aminoacidos-metais de Cu (A), Mn (B), Ca (C) e Zn (D), nas concentragdes 0; 0,25; 0,5; 0,75 e 1%.

Sci. Agrar. Parana., Marechal Candido Rondon, v. 18, n. 1, jan./mar., p. 82-87, 2019



Acéo in vitro de quelatos...

Similarmente, Hennipman (2017), avaliando o
indice de crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum
(agente etioldgico do mofo branco em diversas culturas,
inclusive em feijoeiro), sob diferentes tratamentos, dentre
eles, o fosfito de manganés, fosfito de cobre e Wert plus®
(contendo 4% de Zn), obtiveram controle de 95, 98 e
100%, respectivamente.

Jacques  (2015), avaliando o potencial
fungitoxicos de fertilizantes foliares, dentre esses o V6®
(2,5% Mn e 1,9% Zn) e o fosfito de manganés (7% de Mn)
no controle da antracnose em milho, causada pelo agente
Colletotrichum graminicola em ensaio in vitro, constatou
gue os micronutrientes Mn e Zn inibiram 86,29% do seu
crescimento micelial e o tratamento fosfito de Mn inibiu
100% do crescimento do fungo, ambos com 1000 mg L™.

No tratamento com o quelato aminoacido-metal
de Ca na concentracdo de 0,25%, obteve-se mais de 90%
de conidios ndo germinados (Figura 1). Com isso, é
possivel sugerir que esse produto possui acdo fungitoxica
sobre o patégeno C. lindemuthianum, mesmo nha menor
concentragdo. Possivelmente, a esse resultado atribui-se o
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fato do elemento Ca possuir um papel fundamental no
processo de divisdo e desenvolvimento celular na estrutura
da parede celular e na formacédo da lamela média.

Em contrapartida, Harms (2016), ao avaliar
produtos alternativos para o controle de antracnose em
feijoeiro, dentre eles um fertilizante foliar, Rocksil®, o qual
possui 2% de Ca em sua composicdo, constatou que, para
inibir totalmente o crescimento micelial do patogeno, foi
necessario a utilizagdo 1000 ug.

E importante ressaltar que, as concentracdes
utilizadas necessitam de ajustes, uma vez que essas foram
determinadas como testes iniciais, sendo necessario
realizar novos ensaios, no sentido de abranger os efeitos
fungitdxicos desses.

Para o0 ensaio relacionado a atividade
antibacteriana, o modelo que melhor se ajustou foi o
quadréatico, sendo o ponto de maxima estimado para o
tratamento com o quelato de aminoécido com Cu (Y) =
224,490, e os pontos de minima para os tratamentos Mn
(Y) = 186,8401, Ca (Y) = 192,3414 e Zn (Y) = 67,6187
(Figura 2).
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FIGURA 2 - Nimero de coldnias de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli in vitro sob produtos quelatados aminoacidos-
metais de Cu (A), Mn (B), Ca (C) e Zn (D), nas concentrac¢des 0; 0,25; 0,5; 0,75 e 1%.

Para o tratamento quelato de aminodcido com
metal de Cu, o nimero de coldnias de X. axonopodis pv.
phaseoli ndo obteve grandes variacbes em relacdo as

concentragdes dos produtos, destacando a de 0,25% com
um aumento na média do ndmero de col6nias formadas
(Figura 2). Nascimento et al. (2010), avaliando a acéo in
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vitro de produtos como o hidréxido de cobre liquido e o
hidréxido de cobre em pd, sobre Xanthomonas perforans e
Xanthomonas gardneri, em seis dosagens distintas,
constataram que, em ambos produtos clpricos, nas quatro
menores dosagens ndo houve o desenvolvimento das
bactérias, sendo que a formacdo do halo bacteriano sé
apareceu na maior concentracdo (100 vezes maior que a
dosagem recomendada do produto comercial).

Para os tratamentos quelatados metais de Mn e
Ca, nota-se um comportamento semelhante, ou seja, uma
diminuicdo pouco representativa na média de colbnias
formadas de X. axonopodis pv. phaseoli. Alves (2012),
testando teores de Ca™ e Mg™ sobre Ralstonia
solanacearum, concluiu que as diferentes doses de silicato
de calcio ndo influenciaram no crescimento in vitro da
bactéria, ndo diferindo da testemunha independente da
dosagem estudada.

O quelato aminoécido-metal de Zn, destacou-se
apresentando uma queda acentuada de 67% no namero de
colénias formadas de X. axonopodis pv. phaseoli na
concentragdo 0,50%. Sabe que o Zn faz parte de inimeras
enzimas, incluindo aquelas envolvidas nas reagGes
oxidativas, existem relatos tanto de contribuigdo do Zn
para com a resisténcia das plantas a patégenos, como ho
aumento da severidade de certas doengas (ZAMBOLIM e
VENTURA, 1993). Caldana et al., (2001), avaliando o
efeito de micronutrientes no crescimento in vitro de
Xylella fastidiosa, concluiram que na concentracdo
0,05 mM, de sulfato de Zn, ndo houve crescimento da
bactéria, evidenciando que esse elemento influéncia
negativamente no desenvolvimento de bactérias.

Pesquisas relacionando o uso dos nutrientes no
controle de fitopatdgenos estdo sendo apresentadas,
evidenciando o potencial de toxicidade desses elementos
sobre determinados microorganismos, todavia séo
necessarios estudos complementares no sentido de ampliar
esse conhecimento.

CONCLUSOES

Os quelatos aminoacidos-metais de cobre, célcio,
manganés e zinco apresentaram aptiddo fungitoxica ao
inibirem in vitro a germinacdo de conidios de
Colletotrichum lindemuthianum, sobretudo na
concentragdo 0,25%.

O quelato aminoécido-metal de zinco apresentou
potencial antibacteriano, a partir da concentracdo 0,50%,
reduzindo em 67% o nimero de coldnias de Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli formadas.
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