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RESUMO

O milho (Zea mays L.) destaca-se sendo um dos cereais mais cultivados e consumidos no
mundo. Existem muitos fatores que afetam o sucesso produtivo da cultura no campo, como €
0 caso das doencas causadas por fungos, com destaque para as espécias do género Fusarium
sp. Com isso, objetivou-se determinar o efeito de diferentes elicitores no manejo da murcha
de Fusarium sp. em sementes de milho crioulo roxo. O experimento foi realizado no
Laboratdrio de Fitopatologia (LAFIT) do Centro de Ciéncias Agrarias CCA-UFPB, Areia-PB.
Foram utilizados sete tratamentos: Testemunha (Agua destilada esterilizada); Rocksil® (3 g L~
1; Proagrim® (3 g L™); Bion® (0,4 g L™); Agrosilicio® (3 g L™); Ecolife® (3 mL L™) e
Fungicida Tiabendazol (1,0 g L™). Realizou-se teste de sanidade do lote, onde utilizou-se 200
sementes divididas em 20 repeticdes; foi realizada a avaliacdo do efeito dos elicitores na
qualidade fisioldgica das sementes; o teste in vitro, onde foi determinado o didmetro médio
(DMC), indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), percentual de inibicdo do
crescimento micelial (PIC), esporulacdo (ESP.) e percentual de inibi¢do da esporulacdo (PIE);
o efeito dos elicitores nas trocas gasosas, onde determinou-se a assimilacao liquida de CO,
(A), condutancia estomatica (gs), concentragdo de CO, nos espacos intercelulares (Ci),
transpiracédo (E), eficiéncia no uso da agua, eficiéncia intrinseca no uso da agua, eficiéncia
instantanea de carboxilacdo e a temperatura foliar (TF); e foi determinado a atividade das
enzimas peroxidase, polifenoloxidase e fenialanina amonia-liase. Os resultados mostraram
que foram identificados cinco géneros fungicos: Fusarium sp. (49,5%), Aspergillus sp.
(30,5%), Penicillium sp. (16%), Rhizopus sp. (11,5%) e Cladosporium sp. (1,5%) no lote de
sementes. Observou-se também que os tratamentos ndo afetaram a qualidade fisidlogica das
sementes. Para 0s teste in vitro, foi verificado efeito fungistatico dos elictores Rocksil® e
Ecolife® e Bion® sobre o Fusarium sp,. Em relacdo a atividade enzimatica, ndo foi possivel
identificar diferenca significativa entre os tratamentos. Portanto, nas condigdes testadas, 0s
elicitores ndo tiveram influéncia na qualidade fisioldgica das sementes de milho crioulo roxo.
Os elicitores Roksil® e Ecolife® e Bion® tiveram efeito fungistatico sobre o Fusarium spp.,.
Com aplicacdo dos elicitores via sementes, ndo foi verificada alteragdo na atividade
enzimatica.

Palavras Chaves: Atividade enzimatica; Controle alternativo; Inducdo de resisténcia; Zea
mays L.



ABSTRACT

Corn plants (Zea mays L.) stands out as one of the most cultivated and consumed cereals in
the world. There are many factors that affect the productive success of the crop in the field,
such as fungal diseases, especially the species of the genus Fusarium spp. The objective of
this study was to determine the effect of different elicitors on the management of Fusarium
sp. in purple creole corn seeds. The experiment was carried out at the Phytopathology
Laboratory (LAFIT) of the Center for Agricultural Sciences, CCA-UFPB, Areia-PB. Seven
treatments were used: Control (Sterile Distilled Water); Rocksil® (3 g L™); Proagrim® (3 g L
1); Bion® (0.4 g L™); Agrosilicon® (3 g L™); Ecolife® (3 mL L™) and Thiabendazole
Fungicide (1.0 g L™). A sanity test was performed, with 200 seeds divided into 20 repetitions.
The effect of the elicitors on the physiological quality of the seeds was evaluated. In vitro test,
which determined the mean diameter (DMC), mycelial growth rate index (IVCM), percentage
of mycelial growth inhibition (PIC), sporulation (ESP.) and percentage of sporulation
inhibition (PIE); the effect of elicitors on gas exchange, where the net CO, assimilation (A),
stomatal conductance (gs), intercellular space CO, concentration (Ci), transpiration (E), water
use efficiency, intrinsic efficiency were determined. water use, instantaneous carboxylation
efficiency and leaf temperature (TF); and the activity of the enzymes peroxidase,
polyphenoloxidase and phenialanine ammonia lyase were determined. The results showed that
five fungal genera were identified: Fusarium sp. (49.5%), Aspergillus sp. (30.5%),
Penicillium sp. (16%), Rhizopus sp. (11.5%) and Cladosporium sp. (1.5%) in the seeds. It was
also observed that the treatments did not affect the physiological quality of the seeds. For in
vitro tests, a fungistatic effect of Rocksil®, Ecolife® and Bion® elictors on Fusarium sp. was
observed, For enzymatic activity, it was not possible to identify significant differences
between treatments. Therefore, under the conditions tested, elicitors had no influence on the
physiological quality of purple creole corn seeds. Rocksil®, Ecolife® and Bion® elicitors had a
fungistatic effect on Fusarium spp. With the application of elicitors via seeds, there was no
change in enzymatic activity.

Key words: Enzymatic activity; Alternative control; Resistance induction; Zea mays L.
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1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) destaca-se sendo um dos cereais mais cultivados e consumidos
no mundo. Isso ocorre principalmente pelo seu elevado potencial nutricional e a viabilidade
no preco, fazendo com que a cultura seja utilizada na alimentacdo humana e animal,
compondo silagem e ragdes (GOMES et al., 2018; BARBOSA et al., 2019).

A cultura é plantada do em todas as regies do Brasil em diversas condicfes de clima
e cultivo, devido ao seu poder de adaptabilidade e as novas cultivares existentes no mercado.
A producdo brasileira é de cerca de 80 milhdes de toneladas por ano, classificando o pais
como o terceiro maior produtor, ficando atrés apenas dos Estados Unidos com 370,9 milhGes
de toneladas e China com 215,8 milhdes, e 0 segundo maior exportador do mundo desta
commodity superado apenas pelos norte-americanos (FAO, 2018).

Mesmo sendo umas das culturas de maior importancia no contexto mundial, ainda
existem muitos fatores que afetam o sucesso produtivo e o estabelecimento da planta no
campo. Dentre esses fatores, a qualidade sanitaria e fisiologica das sementes € um dos
parametros de maior expressao a ser observado (HENNING et al., 2005; FARIAS, 2017),
considerando que a maioria das doencas de importancia agricola sdo disseminadas por
sementes.

Segundo Oliveira (2017) a classe de milho denominado crioulo é datada por possui
grande variabilidade genética atrelada a elevada rusticidade. Quando empregadas em
condicBes de baixo emprego tecnolégico de cultivo, as variedades convencionais podem
apresentar desempenho proximo ou aquem das variedades crioulas. Segundo Abreu et al.
(2007), o uso das variedades crioulas, constitui numa alternativa para a sustentabilidade dos
pequenos agricultores oriundos da agricultura familiar.

Os microrganismos estdo relacionados diretamente com a baixa germinacdo e vigor
das plantas, culminado em um acelerado processo de deterioracdo das sementes durante o
armazenamento, refletindo de maneira direta na produtividade (SILVA et al., 2014). No
milho, a maioria das doencas que incidem na cultura, tem seus agentes causais transmitidos
por sementes (BAHRAMINEJAD; ABBASI; AMIRI, 2015).

Dentre os principais géneros de fungos fitopatogénicos associados a cultura do milho e
que sdo disseminados pelas sementes destacam-se Fusarium graminearum Schwabe
(teleomorfo, Gibberella zeae (Scw.) Petch) e Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg
(sindnimo, Fusarium moniliforme Sheldon; teleomorfo, Gibberella moniliformes, sin6nimo,

Gibberella fujikuroi), acometendo a cultura em todos os estadios de desenvolvimento
14



(SARTORI et al. 2004; RAMOS et al., 2014). As espécies de Fusarium causam podridfes da
base do colmo, elencadas como sendo umas das doengas mais importantes da cultura, devido
aos dos danos diretos ocasionados e podriddes de espiga (BORIN et al. 2017).

As principais medidas para evitar a proliferacdo da doenca em campo € o0 emprego de
sementes sadias e tratamento com fungicidas. No entanto, uso desses produtos sintéticos na
agricultura, esta resultando selecdo de fungos fitopatogénicos resistentes a agrotdxicos. As
fortes evidéncias dos efeitos nocivos desses produtos para 0 meio ambiente e a sade humana,
levaram a uma crescente busca por alternativas de controle (KEFIALEWA; AVALEWB
2008; HILLEN et al., 2012).

O uso da indugéo de resisténcia ativa os mecanismos latentes de resisténcia da planta
com 0 uso de agentes bioticos ou abidticos, impedindo ou retardando a entrada e posterior
atividade do patogeno em seus tecidos (ABDEL-KADER et al., 2013; SHAH et al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2016 ). Pode atuar como desencadeador do processo de indugéo, podendo
estimular a producdo de enzimas ligadas & patogénese, que produzem substancias a partir de
seu metabolismo secundario, bem como a formacédo de diferentes compostos fenolicos que
sdo toxicos aos fungos (BONETT et al., 2012; DEMARTELAERE et al. 2017).

Assim, a busca por métodos quen reduzam os impactos dos produtos quimicos na
agricultura e os danos provocados por fitopatdgenos, constituem em alternativas promissoras

dentro do manejo integrado de doencas de plantas.
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2. OBJETIVO

2.1 Geral
v Determinar o efeito de diferentes elicitores no manejo da murcha de Fusarium

sp. em sementes de milho ‘Roxo’

2.2 Especificos

v Analisar a qualidade sanitaria das de mentes de milho crioulo roxo;
v Definir o efeito potencial dos elicitores no controle in vitro do Fusarium sp.;
v Analisar a qualidade fisiologica de sementes milho crioulo tratadas com

Rocksil®, Proagrim® Bion® (Acibenzolar-S-metil), Agrosilicio® e Ecolife®;

v Estabelecer o efeito dos elicitores nas trocas gasosas em plantas de milho
crioulo roxo;
v Avaliar a eficécia de elicitores abidticos na inducdo de resisténcia de plantas de

milho crioulo ‘Roxo’ a Fusarium spp. e determinar a atividade enzimatica envolvida

no mecanismo de defesa vegetal em plantas de milho tratadas com elicitores.

16



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Aspectos gerais e importancia econdmica da cultura do milho (Zea mays L.)

O milho (Zea mays L.) é uma monocotiledéa, graminea pertencente a familia Poaceae,
subfamilia Panicoideae e genéro Zea. é considerada uma espécie monotipica. E uma das
culturas mais importantes e exploradas no mundo, sendo o Brasil o terceiro maior produtor
precedido pelos EUA e pela China, e o segundo maior exportador de milho perdendo apenas
para 0 EUA (ECKERT et al., 2018; MIRANDA et al., 2018).

A planta é caracterizada por possuir colmo ereto, divididos em nos e entre nds, com
alturas variando de 1,50 a 2,00 metros de altura. A altura da planta pode variar também com a
variedade hibrido e as condigdes onde o0 mesmo estd inserido, como por exemplo,
disponibilidade de &gua e a fertilidade do solo. As folhas sdo completas apresentam bainha,
limbo foliar e peciolo, dispostas alternadamente. O sistema reprodutivo da planta apresenta
pedunculo Unico, alto e com folhas multiplas, sendo considerada monoica, pois contém flores
masculinas e femininas no mesmo individuo (MAGALHAES; DURAES, 2006; BARROS;
CALADO, 2014; SILVA 2018).

As fases de crescimento e desenvolvimento da cultura sdo comuns a todas as plantas,
apresentando um padrdo de desenvolvimento, no entanto, os intervalos de tempo, sédo
especifico entre os estadios e o nimero total de folhas desenvolvidas. A fase reprodutiva
inicia quando estilos-estigmas apresentam visiveis externamente a espigas tem fim no ponto
de maturidade fisiolégica (FARINELLI; LEMOS, 2010; BARBOSA et al., 2019).

O Brasil € uma referéncia mundial na producdo de milho, sendo o terceiro maior
produtor do grdo, com uma producdo de 82,1 milhdes de toneladas na safra de 2017/2018,
superado apenas pelos Estados Unidos e China, com 370,9 e 215,8 milhdes de toneladas,
respectivamente, e segundo maior exportador do cereal, ficando atrds apenas dos Estados
Unidos. A estimativa para safra de 18/19 é de 96,0 milhdes de toneladas (USDA, 2018;
CONAB, 2018). Os estados que detém as maiores producdes sdo Mato Grosso, Parana, Goias,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Séo Paulo 4,5% (CONAB, 2018).

Na regido Nordeste, a producdo de milho é tida como pouco expressiva, embora 0
aumento das areas plantadas, principalmente nos estados da Bahia, Maranhdo, Piaui e
Sergipe, totalizaram no ano de 2018, uma producdo de aproximadamente 6.800 milhdes de
toneladas de gréos.

A Paraiba, na safra 2018, obteve uma producdo de 86,5 mil toneladas, numa area
plantada de 105 mil hectares. Diante disso, ocupa apenas a 7° posi¢do dos estados nordestinos
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mais produtivos, ficando a frente de Sergipe e Rio Grande do Norte (CONAB, 2018).

3.2 Fusariose no milho

Na literatura sdo diversos os fatores, que comprometem a produgdo, como por
exemplo, escolha da variedade, condicdes edafoclimaticas, e técnicas de manejo, sendo
responsaveis pelo baixo rendimento da cultura. Um dos principais problemas sdo as doencas
cuja maioria sdo transmitida através de sementes infectadas e/ou contaminadas, causando
perdas acentuadas tanto no campo como no armazenamento (KUMAR et al., 2017).

Os fungos do género Fusarium spp., sdo considerados os principais patdégenos
causadores de podridoes da base do colmo e de espigas em milho podendo causar tanto
infeccdes sintomaticas, quanto assintomaticas (LANZA et al., 2016). Os representantes desse
género caracterizam-se por serem cosmopolitas e habitantes do solo. Possuem crescimento
rapido, coldnias com micélios aéreos e ramificados quais sdo denominados de microconidios
unicelulares, uninucleados e fusiformes e macroconidios, multicelulares, de coloragéo
variando de palidos a coloridos. Os esporos apresentam duas formas, mas, cada célula tem
apenas um nucleo (SANDOVAL, 2010; MACIEL, 2012; FRIAS, 2014; SOUZA, 2017).

Dentro do complexo de espécies do género Fusarium spp., pode se destacar como
principais os fitopatdgenos que infectam a cultura do milho, destacando-se Fusarium
verticillioides e Fusarium graminearum. Ambos causam diversas doengas, como podriddes
radiculares, morte de plantulas, e principalmente as podriddes de espigas, podriddes da base
do colmo (PBC), podendo levar a redugdes na produtividade e qualidade de gréos
(MUNKVOLD, 2003; KUHNEM JUNIOR et al., 2013).

Segundo Spagnollo et al., (2016) sdo diversos fatores que determinam o aumento das
podriddes no milho, como por exemplo, desequilibrio nutricional entre os colmos e as
espigas, elevada competicdo por nutrientes fundamentais ao crescimento da planta e também
afeta a disponibilidade de agua. Todos esses elementos alinhados sdo responsaveis por
preconizar a senescéncia nos tecidos, favorecendo o aumento da suscetibilidade ao ataque de
fungos causadores de podriddes.

Outro aspecto relevante, citado por Wordell Filho; Spagnollo (2013) é que esses
fungos também estdo intimamente associados aos grdos ardidos, evento este, que ocorre
quando ha colonizacdo da espiga. Esse disturbio leva a presenca de micotoxinas nos graos,
como as fumosinas, que sdo altamente prejudiciais a humanos e animais além de constituirem

uma das principais causas da reducdo da qualidade do milho.
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As podriddes causadas por F. verticilioides e F. graminearum ocorre principalmente
em tecidos senescentes, no final de ciclo ou quando as plantas sofrem estresse, pois na
maioria dos casos, as plantas apresentam baixos teores de carboidratos e substancias
fungistaticas. Os sintomas aparecem ap6s 0 evento da polinizacdo, aumentando a severidade
préxima a maturacao fisiologica. No caso das podriddes da base do colmo, os tecidos dos nos
e entrends ficam avermelhados evoluindo da base para o épice, e ao final de colonizacédo,
ocorre 0 rachamento dos tecidos causando a quebra prematura no estande de plantas
(KUHNEM JUNIOR et al., 2013) .

3.3 Inducéo de Resisténcia de Plantas a Patdgenos

Ao longo de milhdes de anos, as plantas desenvolveram mecanismos cujo o principal
objetivo é responder a estresses abioticos, como seca, salinidade e alta temperatura e bidticos,
como no caso dos fitopatogenos (SHAH; ZEIER, 2013; SHAH et al., 2014). Geralmente 0s
mecanismos de defesa que, naturalmente estdo presentes no vegetal, permanecem inativos ou
latentes até que sejam ativados ap0s a exposicdo com agentes indutores (OLIVEIRA et al.,
2016).

Segundo SCHWAN-ESTRADA et al., (2008) os mecanismos de defesa de uma planta
podem ser estruturais e bioquimicos, ambos pré e/ou pos-formados em relacdo a tentativa de
penetracdo do patdgeno no hospedeiro. Os mecanismos estruturais constituem-se em barreiras
fisicas a penetracdo e/ou colonizacdo do patdgeno, enquanto que 0s mecanismos bioquimicos
englobam substancias capazes de inibir o desenvolvimento do patdégeno ou gerar condicdes
adversas para a sobrevivéncia nos tecidos do hospedeiro, implicando em mudancgas na
expressao da doenca.

De maneira geral, os mecanismos de resisténcia pré e pds-estruturais podem ser
passivos ou constrututivos, tomando como exemplo as alteracbes que podem ocorrer na
cuticula, tricomas, estdmatos, vasos condutores, papilas, halos, lignificacdo, tiloses do
vegetal. Os bioguimicos pré-formados sdo os fendis, alcaldides e glicosidicos. Ja 0s
bioguimicos e pos-formados ou induziveis sdo as fitoalexinas, proteinas relacionadas a
patogénese e espécies ativas de oxigénio (STANGARLIN et al., 2011).

BOSTOCK et al., (2014) abordam o conceito de inducdo de resisténcia de plantas a
patdgenos, como sendo a ativagdo dos mecanismos de defesa vegetal contra doengas, tendo a

capacidade de ser induzido sistemicamente através de agentes indutores, que podem ser de
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natureza biotica ou abidtica e que promovam a ativacdo de Varios genes que ativadores da
defesa na planta.

As plantas possuem varios mecanismos de defesa contra patdgenos. A resposta
hipersensibilidade (HR), caracterizada por rapida morte celular no local da infecgdo, a
resisténcia sistémica adquirida (SAR) e resisténcia sistémica induzida (ISR) sdo 0s meios
pelos quais as plantas ativam seu aparato de defesa ndo apenas no local de indugdo, mas
também em outros locais, apds serem expostos a um agente indutor (OLIVEIRA et al., 2016).

Quando o aparato perceptivo das plantas reconhece o indutor, hd ocorréncia de sinais
bioquimicos intracelulares, promovendo a transduc¢do. Como resultado, ocorre a codificagcdo
das PR-proteinas intimamente ligadas a patogénese, tais como glucanases, quitinases,
proteinas ativadoras das lizoenzimas e glicoproteinas. Outro fato, é que as proteinas de
resposta também podem ser enzimas que atuam nas vias biossintéticas de lignificacdo de
paredes celulares e producdo de fitoalexinas e que sdo oxidativas, como por exemplo, a
peroxidase (POD), a polifenoloxidase e a fenilalanina aménia liase (EBRAHIM et al., 2011;
DEMARTELAERE et al., 2017).

A peroxidase (POX) estd presente em uma gama de células vegetais, animais e de
microrganismos. E classificado como sendo uma proteirnas-RP, ou seja, ligadas a patogénese
e pertencente a familia PR-9 (VAN LOON; VAN STRIEN, 1999; LORENZETTI, 2015). A
POX € uma enzima oxidorredutora que participa efetivamente na oxidacdo dos fenais,
espécies reativas de oxigénio, producdo de fitoalexinas e formacao de barreiras estruturais que
reforcam a parede celular, nos processos de lignificacdo, suberizacao das células das plantas
hospedeiras (ANDRADE, 2015; XIE et al., 2017).

A polifenolxidase (PPO) esta incluida no grupo das oxirredutases e estdo envolvidas
na oxidacdo dos polifendis (PATEL et al., 2017). Segundo Andrade (2015) quando ha lise da
célula, ocasionada pela acdo de agentes patogénicos ou por processos fisioldégicos naturais,
como a senescéncia, a PPO é liberada e da inicio ao processo de oxidacdo de compostos
fendlicos para quinonas, culminado assim, em um produto mais téxico para 0S
microrganismos, bem como auxiliam na lignificacdo celular durante o estresse causado pelo
patogeno.

A fenilalanina amdnia-liase (PAL) é uma enzima primaria PAL é uma enzima
primaria no metabolismo dos fenilpropandides, convertendo a fenilalanina em 4&cido
transcinamico, precursor de compostos fendlicos e envolvidos na sintese de fitoalexinas bem

como na expressdao de outras proteinas PR, como B -1, 3-glucanases (familia PR-2) e
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quitinases (Familia PR-3), que estdo diretamente ligadas a degradacdo da parede celular dos
fungos (PATEL et al., 2017).

3.4 Elicitores de resisténcia no manejo de doencas de plantas

A busca de novas estratégias para 0 manejo de doencas causados por fitopatdgenos
tem apresentado destaque na pesquisa cientifica, considerando-se 0s possiveis prejuizos
obtidos com o uso exclusivo do controle quimico. Esse método se constitui na principal
estratégia utilizada e que tem feito surgir variedades resistentes ou tolerantes, assim como a
crescente preocupagdo com 0s impactos negativos ao homem e ao meio ambiente (MANDAL
et al., 2009).

Em decorréncia do cenério atual, a demanda por produtos alternativos, como por
exemplo, o uso de moléculas indutoras, tem aumentado. Os chamados elicitores bidticos ou
abidticos sdo capazes de desencadear efeitos fungitdxicos sobre o patdgeno e\ou indiretos
como € caso 0 uso da resisténcia sistémica adquirida (SAR), sendo esta um mecanismo que
oferece protecdo duradoura contra um amplo espectro de microorganismos, causando uma
gama de respostas metabolicas e fisiologicas, relacionados a defesa da planta (NASIR et al.,
2014; AGHDAM, et al., 2016)

Entre os elicitores abidticos, o uso de silicio (Si) vem tomando elevada importancia. E
considerado um micronutriente, e quando presentes ou aplicados na planta em condicdes de
estresse, como por exemplo o ataque de fitopatdgenos, € capaz de minimizar a severidade de
doencas (SANTOS et al., 2014).

A resisténcia induzida promovida por produtos a base de silicio na planta consiste na
formacdo de barreiras fisicas e quimicas, provocadas a partir da lignificacdo da parede celular,
formacdo de papilas ou inducéo de proteinas de defesa (UCHOA et al., 2014). Sua eficiéncia
é comprovada no trabalho de Kirinus et al., (2018), onde 0 mesmo promoveu a reducao no
indice de podriddo em laranjas (Citrus spp.) e por Gomes; Nascimento (2018) usando o
agrosilicio Plus em feijdo-fava (Phaseolus lunatus).

O uso desses possiveis elictores pode estimular a producdo de peroxidase,
polifenoloxidase e fenilalanina enzimas amdnia-liase, que produzem metabolitos secundarios
que induzem resisténcia através do mecanismo indireto, bem como a formagéo de diferente
compostos fendlicos toxicos para fungos (mecanismo direto) (BONETT et al. 2012).

O Proagrim® é um produto comercial, que possui uma formulacdo a base de um

composto mineral, a Cal, mais 6leo de neem (Azadirachta indica A. Juss) (Oliveira et al.,
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2014). No entanto, até o presente momento, ndo existe literatura que descreva a utilizacdo do
mesmo para o controle de doencas.

O acibenzolar-s-metil é amplamente conhecido como ASM ou pelo nome comercial
Bion®. E um produto um analogo funcional do &cido salicilico e que tem sua eficacia
comprovada, pela ativacdo de proteinas e aumento de atividades de enzimas relacionadas a
patogénese (KIRINUS, et al., 2018). A eficiéncia do produto foi verificada sob o controle da
antracnose do feijao-caupi (Vigna unguiculata) (SIQUEIRA et al., 2019), constatado também
sua eficiéncia no controle da podridao negra do abacaxizeiro (Ananas comosus) (SOUZA, et
al., 2015).

O Ecolife® é considerado um elicitor biético, que possui na sua composicdo, biomassa
citrica. Gomes; Nascimento (2018) verificaram o potencial de eficacia do mesmo no uso da

antracnose em feijdo-fava.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Localizagio do Experimento

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fitopatologia (LAFIT),
pertencente ao Departamento de Fitotecnia e Ciéncias Ambientais (DFCA), do Centro de
Ciéncias Agrarias (CCA), Campus Il, da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Areia,
Paraiba.

4.2 Obtencao das sementes

As sementes de milho roxo foram adquiridas de um produtor comercial colhidas na
safra de 2018, oriundo de agricultura familiar e localizado no municipio de Sousa — PB, sob
as coordenadas 6° 43 56” S e 38° 15' 41" O.

4.3 Teste de sanidade

Para e identificacdo dos fungos presentes nas sementes foi utilizado o Blotter Test
(BRASIL, 2009). Foram utilizadas 200 sementes as quais foram desinfestadas em alcool 70%
e hipoclorito de sodio a 1%, durante 1 minuto e 30 segundos, respectivamente seguidos por
trés lavagens consecutivas em agua destilada esterilizada (ADE) (ALFENAS; MAFIA, 2016).

As sementes foram distribuidas em 20 placas de Petri (9 cm) correspondendo as
repeticdes, cada uma com dez sementes, sobre uma dupla camada de papel filtro esterilizado e
umedecido com ADE.

Em seguinda foi feita a incubacdo em local com temperatura controlada de 25 + 2 °C
e com fotoperiodo de 12 horas. Apos sete dias e, procedeu-se com a identificacdo dos fungos,
com o auxilio de microscépio Optico e estereoscopico e comparacdo com a literatura
especializada (; SEIFERT et al., 2011).

A avaliacdo das sementes foi estimada em % de sementes infectadas/contaminadas.

4.4 Origem do isolado de Fusarium sp.

Foi realizado o isolamento direto de Fusarium sp. a partir de sementes de milho réxo,
contendo colbnias fangicas, conforme teste de sanidade, descrito no item 4.2. Apds a
identificacdo do fungo, a confirmagéo do agente etioldgico foi feita através da observacdo de

estruturas reprodutivas e vegetativas caracteristicas do patdgeno em microscopia Otica, das
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(SEIFERT et al., 2011).

O isolado de Fusarium sp.foi repicado para placas de Petri (9 cm) contendo meio de
cultura BDA (Batata-Dextrose-agar) e permaneceu por 15 dias em camara incubadora tipo
B.0.D (Biochemical Oxygen Demand), regulada & temperatura de 25 °C, sob fotoperiodo de
12 horas.

O isolado foi armazenado pelo método de Castellani (1963) sendo adicionado a
colecédo de fungos da micoteca do Laboratério de Fitopatologia.

4.5 Controle in vitro de Fusarium sp. com elicitores de resisténcia

Foram utilizados sete tratamentos: Testemunha (Agua destilada esterilizada);
Rocksil® (3 g L™); Proagrim® (3 g L™); Bion® (0,4 g L™); Agrosilicio® (3 g L™); Ecolife® (3
mL L™ e Fungicida Tiabendazol (1,0 g L™).

Para a realizacdo do teste in vitro, foi realizada a distribuicdo de 20 mL de meio de
cultura BDA em placas de Petri (9 cm), mais os tratamentos diluidos, nas concentracGes
descritas anteriormente

Foram colocadas discos com 5 mm de didmetros da colénia de Fusarium sp., no centro
de cada placa e foram incubadas a uma temperatura de 25 + 2 °C sob fotoperiodo de 12
horas. Para a medicdo do diametro da coldnia foi utilizado uma régua graduada em
centimetros, onde foram feitos dois eixos ortogonais na parte inferior de cada placa,
descartando-se o disco repicado da colbnia pura. As mesmas ocorreram a cada 24 horas,
contando a partir do inicio do teste que vai até o crescimento da coldnia ocupar toda area da
placa.

Os dados foram utilizados na determinacdo do indice de velocidade de crescimento

micelial (IVCM) expresso em mm.dia™, conforme a formula proposta por Gomes (2008):

M=y, (=)

Onde:
IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial;
D = diametro médio atual da colonia;
Da = diametro médio da coldnia do dia anterior;

N = namero de dias apds a inoculagéo.

A partir dos dados do crescimento micelial, também foi calculado o percentual de

inibicdo do crescimento micelial (PIC) conforme a férmula proposta por Hillen et al. (2012),
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em que:

Dc - Dt

PIC (%)z( ) *100
Onde:
Dc = didametro da coldnia no tratamento controle;

Dt = didmetro da coldnia em determinada dose.

Decorrido sete dias de incubagdo foi contabilizado o nimero de esporos produzidos.
Para isso, foi realizada a adicdo de 10 mL de ADE na placa de Petri, sendo realizada a
remocdo da coldnia com uma escova de cerdas macias, para a liberacdo dos conidios.
Realizou-se a filtragem da suspensdo em dupla camada de gaze esteril, retirando-se uma
aliquota de 10 pL e sendo transferida para camara de Neubauer onde foram contados e
determinados o numero de esporos totais. (MICHEREFF et al., 2003).

Foi calculado o percentual de inibicdo da esporulacdo (PIE) conforme a formula

proposta por Fernandes et al. (2015), em que:

Ec - Et
Ec

PIE (%):( ) *100
Onde:
Ec = diametro da colbnia no tratamento controle;

Et = diametro da colénia em determinada dose.

4.6 Qualidade fisiologica de sementes de milho roxo tratadas com elicitores

A avaliacdo da influéncia dos tratamentos sobre as sementes tratadas foi feita através
da realizacdo de teste de germinacdo e emergéncia conforme adpatada BRASIL (2009).

As sementes foram imersas em solucdo composta por ADE acrescidas dos
tratamentos, durante cinco minutos com agitacdo manual de forma constante. Foram
utilizadas 100 sementes por tratamento, distribuidas em quatro repeticbes de 25 sementes
cada, e colocadas em substrato de papel “germitest”, umedecido com 2,5 vezes o peso do
papel seco.

Os rolos foram acondicionados em sacos plasticos transparentes, para que a perda de
agua por evaporacgdo fosse minima e posteriormente foram incubados em B.O.D., regulada a
25°C * 2 e fotoperiodo de 12 horas (BRASIL, 2009). A contagem de sementes germinadas foi
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realizada diariamente, do 2° ao 7° dia.

Para a primeira contagem de germinacdo foram contabilizadas as sementes
germinadas no segundo (primeira contagem) ao sétimo dia apds o semeio. Para a emergéncia
se contabilizou as sementes que emergiram no quarto até o sétimo dia ap6s a semeadura
(BRASIL, 2009).

O indice de velocidade de germinacgdo (IVG) foi avaliado juntamente com o teste de
germinacdo, efetuando-se contagens diarias das plantulas normais de acordo com a formula

proposta por Maguire (1962):

Ve=oLy Jz G5 G
"Ny N N3 N,

Em que:
G1, Gy, Gse G, = numero de plantulas normais germinadas a cada dia;
N1, N2, N3 e N, = nimero de dias decorridos da semeadura a primeira e ultima
contagem.

Para a realizacdo do teste de emergéncia, as sementes foram tratadas igualmente ao
teste de germinacdo, onde foram utilizadas 100 sementes por tratamento com quatro
repeticdes de 25 sementes. As sementes foram semeadas em bandejas plasticas com
dimensdes de 49 x 33 x 7 cm de comprimento, largura e profundidade, respectivamente,
contendo como substrato areia lavada, previamente esterilizada, com um profundiade média
de 2 cm. Para a manutencdo da umidade foram realizadas duas regas diarias em dois turnos
durante o periodo do teste.

Para avaliacdo do teste de emergéncia foi levado em consideracdo a emissdo do
coledptilo acima do substrato.

O indice de velocidade de emergéncia (IVE) foi conduzido em conjunto com o teste de
emergéncia, onde foi anotado diariamente o nimero de sementes emergidas. O IVE foi
determinado de acordo com a férmula proposta por Maguire (1962):

Eq E; E,

E;
IVE= —+ =+ 4. —
N, N, N, N,

Onde:

IVE = indice de velocidade de emergéncia;

E;, E> e En = nmero de sementes emergidas no primeiro, segundo e ultimo dia;
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Ni, N2 e N, = nimero de dias decorridos da semeadura a primeira, segunda e

altima contagem.

O comprimento da parte aérea (CPA) e raiz (CPR) e plantula (CPL) foram mensurados
apo6s a Ultima avaliacdo do teste de germinagdo e emergéncia com auxilio de uma régua
graduada em centimetros, e o resultado expresso em centimetros.

O contetdo de matéria seca da parte aérea (MSPA) e raiz (MSR) e plantula (MSP)
foram obtidos ao final da avaliacdo por meio do corte das partes das plantulas com o auxilio
de um bisturi, colocadas em sacos de papel Kraft e levadas para secar em estufa com
circulacdo forcada de ar a 65 °C, até atingir peso constante (72 h), para determinagdo da
massa seca. ApOs esse periodo as amostras foram pesadas em balanca analitica com preciséo
de 0,001q, e os resultados expressos em gramas (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

4.6 Avaliacéo do efeito dos elicitores nas trocas gasosas em plantas de milho roxo

Para avaliar o efeito dos elicitores trocas gasosas, as sementes foram tratadas por
imersdo durante cinco minutos em cada tratamento, conforme anteriormente descrito.

As sementes foram dispostas, em sacos de polietileno com capacidade de 1,5 L,
contendo substrato areia lavada esterilizada. Foram utilizadas 4 repeti¢cbes com 3 plantas cada,
totalizando 12 plantas por tratamento, alocadas em casa de vegetacdo, com temperatura de 27
°C e umidade média de 80%.

Para a determinacgdo das trocas gasosas foi utilizado o analisador de gas infravermelho
- IRGA (modelo LI1-6400XT, LI-COR®, Nebrasca, USA). As avaliacdes foram realizadas aos
40 dias apos plantio (DAP). As leituras foram feitas entre 09:00 e 10:00 horas da manha.

Foram avaliadas a assimilacdo liquida de CO; (A) (umol CO; m? s ™), condutancia
estomética (gs) (mol m?s ™), concentracéo de CO, nos espagos intercelulares (Ci) (umol CO2
m? s ), transpiracdo (E) (mmol H,O m? s ), eficiéncia no uso da agua (EUA-A/E),
eficiéncia intrinseca no uso da agua (EiUA=A/gs) eficiéncia instantanea de carboxilacdo
(EiC=AJ/Ci) e a temperatura foliar (TF) (°C).

4.7 Atividade enzimatica de sementes de milho réxo tratadas com elicitores

Para determinar a atividade enzimatica, as sementes foram tratadas por imersdo
durante cinco minutos, em cada tratamento, nas concentracbes anteriormente descritas

esemeadas em sacos de polietileno com capacidade de 1,5 L contendo substrato de areia
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lavada esterilizada.

Foram utilizadas 4 repeticbes com 3 plantas cada, totalizandol2 plantas por
tratamento, alocadas em casa de vegetacdo com condicdes de temperatura em torno 27 °C e
umidade média de 80%. Ap0s 45 dias do semeio, foram coletadas 3 folhas, por planta sendo
uma do apice, mediana e da base de cada tratamento, para avaliacdo das enzimas peroxidase,
polifenoloxidase, fenilalanina amdnia-liase.

A extracdo do material foi realizada pela maceracdo de 1 g de folhas em 10 mL de
acetato de sddio, para a obtengdo de uma massa homogénea. Feito isso, 0 material vegetal foi
depositado em tubos Eppendorfs, para serem centrifugados a 12.000 rpm durante 15 minutos
a -4°C. O sobrenadante obtido foi utilizado para determinar a atividade das enzimas.

Foi realizado tambeém a quantificacdo das proteinas totais pelo metodo proposto por
Bradford (1976), utilizando Soro Albumina Bovina (BSA) como padrdo. Este método consiste
na deteccdo e quantificacdo de proteinas pela juncdo em uma cubeta de 1 mL da solucéo de
Bradford e adiciona 100 pl da amostra. As amostras foram incubadas em temperatura
ambiente por 15 minutos. Ao final da reacdo deu-se a leitura e a determinacdo foi expressa em
espectrofotbmetro (GENESYSTM 10S UV VIS), pela variagdo da absorbancia, no
comprimento de onda de 595.

A determinacdo da atividade da peroxidase (POX) foi obtida a partir da solucao
constituida da adicéo de 0,25 mL de extrato enzimatico ao meio de reacdo contendo 0,25 mL
de guaiacol (1,7%), 0,75 mL de tampdo fosfato 0,1 M (pH 6,0) e 0,25 mL de H,0; (1,8%),
totalizando um volume de 1,5 mL. Para a amostra em branco a composicao foi a mesma do
meio de reacdo, com excecdo do o extrato enzimatico que foi substituido por ADE. A
determinacdo da atividade enzimatica foi expressa em espectrofotdmetro, pela variacdo da
absorbéancia, no comprimento de onda de 470 nm, a 25°C e a atividade expressa em Unidades
de Absorbancia (UA).min".mg™ de proteina.

A atividade da polifenoloxidase (PPO), foi obtida a partir da elaboracdo da solucao
que consistiu na adicdo de 0,25 mL de extrato enzimatico ao meio de reacdo contendo 0,25
mL de S-metil-catecol 0,6 mM e 0,75 mL de tampéo fosfato 0,1 M (pH 6,8). Para o branco a
composicdo foi a mesma do meio de reacdo, com excecdo do o extrato enzimatico que foi
substituido por ADE. As amostras foram colocadas em banho maria na tempertura 40 °C
durante 15 minutos. Decorrido esse tempo, foi realizada a paralisacdo da atividade das
amostras com adicdo de 0,8 mL de &cido perclérico. A determinacgdo da atividade enzimética
foi obtida em espectrofotdmetro, pela variacdo da absorbancia, no comprimento de onda de

395 nm, a 25 °C. A atividade foi expressa em Unidades de Absorbancia (UA).min*.mg™ de

28



proteina.

A enzima fenilalanina amdnia-liase (FAL) foi determinada a partir da elaboracdo da
solucdo que consistiu na adicdo de 0,5 mL do extrato enziméatico em tubos de ensaio com a
adicdo de 1,5 mL da solucdo de tampdo TRIS (0,01M, pH 8,8), 0,5 mL de solucdo de
fenilalanina e 0,5 mL de ADE. Para o branco a composicédo foi a mesma do meio de reagao,
com excecdo do o0 extrato enzimatico que foi substituido por ADE. As amostras foram
colocadas em banho maria na tempertura 40 °C durante 60 minutos. Em seguida as amostras
foram paralisadas com a adi¢do de 0,1 mL de &cido cloridrico a 5,0 M. A leitura foi realizada
em cubeta de quartzo no espectrofotdmetro pela variagdo da absorbéancia, no comprimento de
onda de 290 nm, a 25 °C e os resultados expressos em Unidades de Absorbancia (UA).min
! mg™ de proteina.

4.8 Delineamento experimental e analise estatistica

Para o teste de sanidade foram utilizados 20 repeti¢cbes com 10 sementes por placa de
Petri.

O teste in vitro foi constituido por quatro repeticdes, sendo a unidade experimental
constituida por trés placas de Petri.

Para o teste da qualidade fisiologicas das sementes tratadas com os elicitores foram
utilizadas 4 repeticdes sendo a unidade experimental constituida por 25 sementes em cada
repeticéo.

Para o teste das trocas gasosas e determinacao da atividade enzimatica constitui-se por
quatro repeticdes, sendo a unidade experimental constituida por trés plantas.

Para a variavel incidéncia de fungos e Esporulacdo os dados foram transformados para
\y+0,5.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade. Foi utilizado o programa estatistico SISVAR® versdo 5.6 (FERREIRA,
2011).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Teste de Sanidade em sementes de milho roxo

Na figura 1, é apresentada a porcentagem de incidéncia dos fungos associados as
sementes de milho roxo, onde foram identificados: Fusarium sp. (49,5%), Aspergillus sp.
(30,5%), Penicillium sp. (16%), Rhizopus sp. (11,5%) e Cladosporium sp. (1,5%). Pode-se
verificar a maior incidéncia para Fusarium sp, diferindo estatiscamente dos demais géneros

encontrados no lote de sementes.
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Figura 1. Incidéncia de fungos em sementes de milho ‘roxo’ crioulo (Zea mays L.)
produzidas no estado da Paraiba. CV (%): 12,87.

Catdo et al., (2013) avaliando a incidéncia de sementes crioulas de milho naturalmente
infectadas com fungos e Domené et al., (2016) vendo o efeito do tratamento com dleos
essenciais sobre a qualidade fisioldgica e sanitaria de sementes de milho também encontraram
resultados semelhantes, mostrando altas incidéncia de Fusarium sp., Aspergillus sp. e
Penicillium spp. Nesse estudo, esse fato possivelmente pode ter ocorrido pela forma eo tempo
de armazenamento a qual as sementes estavam submetidas.

Segundo Farias (2017) os fungos encotrados nas sementes podem ser classificados
como fungos fitopatogénicos de campo e fungos de armazenamento. Para a primeira classe,
tem-se como reprentante o Fusarium sp., para a segunda os demais, Aspergillus sp.
Penicillium sp. Rhizophus sp e Cladosporium sp.

A alta incidéncia de Fusarium sp. possivelmente esta associada as condicOes

ambientais durante a maturagdo e enchimento dos gréos, pois nesse estagio as sementes
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apresentam alto teor de umidade, e os fungos de campo necessitam de condi¢des similares
para complentarem seu desenvolvimento. Em contrapartida, os fungos de armazenamento,
precisam de uma baixa disponibilidade de agua para se proliferarem e sobreviverem, evento
este, que ocorre rotineiramente na etapa pos-colheita (KUHNEM JUNIOR et al., 2013).

Fusarium sp., € um dos agente causais das podridfes do colmo e da espiga no milho,
além conseguir sobreviver como sapréfita, 0 mesmo pode ser disseminado pelas sementes,
gerando impactos negativo como a introducéo de areas isentas e aumento de indculo na area,
além de produzir micotoxinas nocivas ao homem, animais e plantas, culminando na reduacéo
da qualidade fisioldgica das sementes (MACHADO 2000; SARTORI et al., 2004;; CATAO et
al.,2013; FANTAZZINI et al., 2016).

Segundo REVERBERI et al., (2010) os fungos de armazenamento dos géneros
Aspergillus spp. e Penicillium spp. sdo os que apresentam maior incidéncia em sementes,
causando deterioragdo e consequente diminuicdo de germinacdo, vigor e morte do embrido,

alem também produzir micotoxinas.

5.2 Qualidade fisioldgica de sementes de milho réxo tratadas com elicitores

Na Tabela 1, verificou-se que para as variaveis de germinagdo, comprimento de parte
aérea, comprimento de planta, massa seca da parte aerea, de raiz e de planta, tratadas com o0s
elicitores e fungicida (Tiabendazol), ndo houve diferenca estatistica.

Esse fato é satisfatorio, e se mostra um resultado almejado, pois indica que 0s
tratamentos efetuados ndo afetaram a qualidade fisiologica das sementes, indicando estande
de plantas vigorosas.

Todos os tratamentos apresentaram germinacao superior a 85%, valor minimo exigido
para a comercializacdo (BRASIL, 2013), o que demostra a alta qualidade das sementes
crioulas da variedade estudada.

O vigor das sementes tem influéncia marcante sobre todo o aspecto germinativo, que
vai desde a germinacdo, velocidade, uniformidade, comprimento e massa de plantulas
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Sementes que apresentam um alto vigor sao
consideradas um fator chave, para assegurarem um Otimo suporte das plantas quando
condicionadas a qualquer situagdo, como por exemplo submetidas a algum tratamento
(OLIVEIRA et al., 2015).

Borin (2017) estudando o desempenho fisioldégico e inducdo de resisténcia de

sementes de milho tratadas com fungicidas associados a fertilizantes a base de fosfitos, obteve
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resultados que corroboram com este, enfatizando a alta porcentagem de germinacdo das
sementes apOs serem tratadas.

Para a variavel primeira contagem de germinagéo (PC), os tratamentos Rocksil® e
Proagrim® apresentaram diferenca estatistica do Bion®, Testemunha e o Fungicida, onde, para
este Ultimo, verificou-se 0 menor média (Tabela 1). Para os demais tratamentos, ndo
constatou-se diferenca significativa. Oliveira et al., (2015) relatam a importancia dessa
avaliacdo, pois as sementes que germinam mais rapidamente, e que apresentam maior
porcentagem de plantulas normais, estdo predispostas a serem mais vigorosas

Em relagdo ao comprimento da raiz (CPR), o tratamento Bion® (15,4m), houve
diferenca siginificativa em relagdo a testemunha (12.8 cm). Os demais elicitores, assim como
o fungicida néo foi constado diferenca entre eles.

Tabela 1. Valores médios de germinacdo (GE), primeira contagem (PC), comprimentos da parte aérea
(CPA), raiz (CPR), plantula (CPL), matéria seca de parte aérea (MSPA), raiz (MSR), plantula (MSP) e
indice de velocidade de germinacdo (IVG) de sementes de milho réxo crioulo (Zea mays L.) tratadas

com elicitores e fungicida.

GE PC CPA CPR CPL  MSPA MSR MSP VG

Tratamentos

% - =CM--==-mmmmmmm mmmmmmmooooeee g---------------

Testemunha 96a 10b 10,5a 128b 23,3a 0,159a 0,134a 0,293a 36,59 ab
Rocksil® 97a 19a 10,3a 146ab 249a 0,165a 0,138a 0,303a 39,08 a
Proagrim® 98a 19a 113a 139ab 252a 0,185a 0,128a 0,313a 39,65a

Bion® 98a 11b 119a 159a 27,8a 0,196a 0,156a 0,352a 36,90 ab
Agrosilicio® 96a 15ab 9,90a 139ab 238a 0,156a 0,147a 0,303a 36,92 ab
Ecolife® 98a 17ab 115a 154ab 269a 0,179a 0,150a 0,329a 39,15a
Fungicida 98a 2c 99%0a 13,7ab 236a 0,156a 0,121a 0,277a 34,65b
CV (%) 3,45 26,07 981 9,12 8,27 1595 13,52 13,10 4,35

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P <
0,05). Testemunha (Agua destilada esterilizada); Rocksil® (3 g L™); Proagrim® (3 g L™); Bion® (0,4 g
L) Agrosilicio® (3 g L™); Ecolife® (3 mL L™) e Fungicida (Tiabendazol, 1,0 g L™).

Para o indice de velocidade de germinacéo, os tratamentos com Rocksil®, Proagrim® e
Ecolife® diferiram positivamente do fungicida. Os demais tratamentos com os elicitores e a
testemunha ndo apresentaram variacdo entre si nem com os anteriomentes citados.

Segundo Silva et al.,, (2016) o teste de comprimento é essencial, pois objetiva
complementar os testes referentes a qualidade fisiologicas das sementes. Outro fato

importante, é que as plantulas que expressam os maiores valores em relacdo ao comprimento
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sdo tidas como mais vigorosas, partindo do principio que sementes com vigor elevado,
originam plantas com alta taxa de crescimento, em decorréncia maior translocagéo de reservas
dos tecidos de armazenamento para o crescimento do eixo embrionario (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012; BORIN, 2017).

Com base nos resultados observados na Tabela 2, verifica-se que para emergéncia
(EM), os tratamentos néo diferiram estatiscamente da testemunha nem do fungicida. Para a
primeira contagem de emergéncia (PC), foi possivel constatar diferenca significativa do
fungicida e a testemunha com os valores de 42 e 16%, respectivamente. Os demais
tratamentos, ndo apresentaram diferenca quando comparados com 0s dois anteriormentes

citados e entre si.

Tabela 2. Valores médios de emergéncia (EM), primeira contagem (PC), comprimentos da parte aérea
(CPA), raiz (CPR), plantula (CPL), matéria seca de parte aérea (MSPA), raiz (MSR), plantula (MSP) e
indice de velocidade de emergéncia (IVE) de sementes de milho crioulo (Zea mays L.) tratadas com

elicitores e fungicida.

PC CPA CPR CPL  MSPA MSR MST IVE

Tratamentos
% - =CM-=m=mmmmmmms mmeeeeeeceeeeeee g---==-==mmmmmn-

Testemunha 87a 16b 12,7a 169b 29,6b 0,332a 0,389a 0,721ab 33,70 Db
Rocksil® 94a 4lab 125a 22,1a 346a 0,366a 0,383a 0,749 ab 43,70 ab
Proagrim® 94a 4lab 128a 17,2ab 30,0ab 0,365a 0,372a 0,737 ab 43,07 ab
Bion® 90a 29ab 11,7ab 18,2ab 29,9ab 0,361a 0,391a 0,752 ab 39,70 ab
Agrosilicio® 94a 40ab 126a 19,5ab 32,1ab 0,358a 0,475a 0,833a 42,70 ab
Ecolife® 9%5a 36ab 95b 164b 259ab 0,366a 0,343a 0,709b 42,52 ab

Fungicida 9%a 42a 133a 205ab 338a 0,348a 0,359a 0,707b 44,8la

CV (%) 6,6/ 18,00 1045 12,0/ 10,23 10,01 17,53 6,97 11,30

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P <
0,05). Testemunha (Agua destilada esterilizada); Rocksil® (3 g L™); Proagrim® (3 g L™); Bion® (0,4 g L’
Y: Agrosilicio® (3 g ); Ecolife® (3 mL L™) e Fungicida (Tiabendazol 1,0 g L™)

Assim como para a germinagdo, todos os tratamentos no teste de emergéncia (EM)
apresentaram valores variando de 87 a 95%, sendo superiores ao padrdo minimo
estabelecido, que é de 85% (BRASIL, 2013). Resultados semelhantes foram encontrados por
Sena et al., (2016) avaliando emergéncia em campo, com intuito de determinar o vigor dos
lotes atraves da qualidade fisiolégica de sementes de milho cv. ‘Sertanejo’. Os autores
observaram emergéncia variando de 93%-83%, e classificaram este como lotes de elevado

vigor.
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Observando o indice velocidade de emergénciao (IVE), verifica-se como destaque o
fungicida Tiabendazol, que obteve o maior valor entre os tratamentos com 44,81, no entanto
ndo diferiu dos tratamentos com os elictores, diferindo significativamente apenas da
testemunha que obteve o menor desempenho com 33,70. O Tiabendazol é um fungicida que
possuim de acdo sistémica, pertencente ao grupo quimico benzimidazol, registrado e indicado
para a cultura do milho (AGROFIT 2017). Martins (2017) ao avaliar a germinagdo de
sementes de milho em fungéo do tratamento industrial, aferiu que, ao testar uma mistura de
fungicidas, contendo Tiabendazol o0 mesmo ndo interferiu no IVE das plantulas, ao contrario,
influenciou de forma positiva, encontrando valores superiores ao da testemunha.

Em relacdo aos parametros morfolégicos como o comprimento da parte aérea (CPA), o
tratamento das sementes com Ecolife® afetou negativamente o desenvolvimento da parte
aérea das plantas, diferindo estatiscamente do restante dos tratamentos, com excecdo do
Bion®. Para o comprimento de raiz (CPR) a melhor média foi o Rocksil®, que obeteve uma
variacdo significativa quando comparadas com o Ecolife® e Testemunha. Os demais valores
obtidos ndo apresentaram diferenca entre os tratamentos. Seguindo a mesma tendéncia, na
variavel comprimento total de plantulas (CPL), o Rocksil® se destacou o maior valor (34,6
cm) com variacao significativa em relacdo a testemunha que obteve o menor valor (29,6 cm).

Os valores obtidos para massa seca da parte aérea (MSA) e massa seca da raiz (MSR),
ndo foi verificado efeito significativo entre os tratamentos. No entanto, quando se observa a
massa seca total (MST) das plantulas, observa-se que os tratamentos Ecolife® e Fungicida
diferiram siginificativamente apenas do Agrosilicio®.

Os produtos a base de silicio tem apresentado efeito benéfico no crescimento e
desenvolvimento das plantas (MIRANDA et al.,, 2018). Segundo Correa et al., (2005)
aplicacdo de silicio provoca a ativacdo de enzimas importantes no metabolismo celular, que
podem estar ligado ao maior acimulo de matéria seca.

Segundo Furtado et al., (2010) o Ecolife® é composto por bioflavondides, acido
ascérbico e fitoalexinas citricas, onde devido a acdo sinérgica acdo de seus componentes,
além de efeito de protecdo curativo, também exerce a regula¢do no crescimento da planta.

Frigo et al., (2018) avaliando o uso de indutores de resisténcia nos aspectos
vegetativos e nutricionais da soja, conclui que o uso de Ecolife® n&o interferiram

significativamente no desenvolvimento da cultura.

5.3 Controle in vitro de Fusarium sp. com elicitores de resisténcia
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Ao utilizar os elicitores de resisténcia para avaliar o efeito in vitro dos tratamentos
sobre o Fusarium sp, verificou-se diferenga significativa (p < 0,05) em todas as varidveis
analisadas (Tabela 3).

Para o didmetro médio da colénia (DMC), o fungicida Tiabendazol obteve o menor
DMC, diferindo dos demais tratamentos. Posteriormente, os menores diametros de colonia
foram observados para o Rocksil® e Ecolife®, ficando com um DMC de 1,39 cm e 2,03 cm
respectivamente. Entre Proagrim® e Bion® ndo houve diferenca entre eles, no entanto,
apresentaram efeito significativo em relacdo a testemunha e ao Agrosilicio®, na qual foi

obsevado os maiores diamétros médios da col6nia fungica.

Tabela 3. Diametro médio da colénia (DMC), indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM),
percentual de inibicdo do crescimento micelial (PIC), esporulacdo (ESP.) e percentual de inibicdo da

esporulacdo de Fusarium sp., sob aplicacdo de elicitores e fungicida.

Tratamentos DMC (cm) IVCM (cm/dia) PIC (%) ESP. (10° esporos/mL) PIE (%)

Testemunha 4,15 a 2,76 a 0,00 e 466,24 ab 0,00 d
Rocksil® 1,39d 1,02 d 66,43 b 74,56 d 84,64 a
Proagrim® 3,34b 2,16 b 19,58 d 465,12 ab 15,91 cd
Bion® 3,36 b 2,19b 19,07 d 278,88 bc 39,46 bc
Agrosilicio® 4,55 a 2,93 a 0,00 e 541,36 a 8,43 cd
Ecolife® 2,03 ¢ 1,39 ¢ 51,08 ¢ 134,64 cd 69,44 ab
Fungicida 0,50 e 0,00 e 100 a 0,00 e 100 a
CV (%) 14,85 13,33 26,25 17,06 34,83

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente pelo teste de Tukey (P <
0,05). Testemunha (Agua destilada esterilizada); Rocksil® (3 g L™); Proagrim® (3 g L™); Bion® (0,4 g
L™); Agrosilicio® (3 g L™); Ecolife® (3 mL L™) e Fungicida (Tiabendazol 1,0 g L™).

Para o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), observa-se
comportamento semelhante ao descrito para 0 DMC (Tabela 3). Para o fungicida Tiabendazol
ndo foi obsevado desenvolvimento do patégeno, com isto mostrando valor zero para o IVCM.
Este é um resultado esperado, em decorréncia da acdo direta da molécula quimica sobre o
fungo, impedindo seu crescimento.

O tratamento Rocksil® apresentou 0 menor valor quando comparados com os demais
elicitores, na qual culminou com um menor IVCM (1,02 cm/dia). Outro resultado satisfatério
observado foi para o Ecolife®, que diferiu de todos os outros tratamentos. Para o Proagrim® e
Bion® ndo foi verificada diferenca significativa entre eles, no entanto, diferiram dos demais

tratamentos, apresentando pouco impacto sobre o patdégeno, embora diferindo da testemunha.

35



O Agrosilicio® e a Testemunha ndo diferiram entre si.

Em relacdo ao Percentual de inibicdo de crescimento micelial (PIC) foi verificada
diferenca significativa (p <.0,05), destacando-se o tratamento Rocksil® no qual foi observado
efeito fungistatico, inibindo 66,43% do crescimento micelial do patdgeno (Tabela 3).

O Bion® e Proagrim® apresentaram menores percentuais de inibicdo (19,07 e 19,58%),
ndo havendo variacao significativa entre os mesmos. O Agrosilicio® ndo teve nenhum efeito
inibitério sobre o crescimento do Fusarium sp., comportamento semelhante a Testemunha,
ambos diferiram dos demais elicitores.

Para a esporulacdo (ESP) percebe-se que a maior concentracdo de nimero de esporos
de Fusarium sp. foi encontrado nos tratamentos Agrosilicio®, Testemunha e Proagrim®
apresentando variacdo significativa para os demais tratamentos porém, ndo foi verificado
efeito significativo entre eles (Tabela 3). Em relacéo ao Rocksil® e Ecolife® foi verificada as
menores concentracdes de esporos, havendo diferenca significativa entre ambos, assim como
para on fungicida Tiabendazol, na qual ndo foi observado esporulagéo.

Em relacdo a porcentagem de inibicdo de esporulacdo (PIE) os resultados se
comportaram de maneira semelhante & EPS. Observa-se que Tiabendazol, o Rocksil® e
Ecolife® apresentaram as maiores médias de inibicdo dos esporos com 100, 84,64 e 69,44%,
ndo diferindo estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p < 0,05). Com execdo do Bion
(39,46) ndo foi observada diferenca dos demais tratamentos em relacdo a testemunha.

Segundo Smith (1996) os indutores possuem moléculas eliciadoras de origem bidtica
ou abidtica que podem ter acdo fungitdxica, ou seja, atuar diretamente sobre o patégeno,
suprimindo seu crescimento e desenvolvimento. Gomes et al. (2016) constataram que
Rocksil® e Ecolife® apresentaram efeito fungitéxico no controle do crescimento micelial de
Colletotrichum gloeosporioides.

Bertoncelli et al. (2015) observaram que Bion® ndo apresentou efeito fungitoxico
sobre Rhizoctonia solani in vitro. Esse fato pode ser explicado, pois 0 Bion® ndo possui em
sua composicdo acao microbiana direta (KESSMAN et al., 1994). Borin et al, (2017)
verificaram o efeito fungistatico de diferente tipos de fosfitos sobre F. verticilliodes e F.

graminearum do milho.

5.4 Avaliagdo do efeito nas trocas gasosas em plantas de milho roxo tratadas com
elicitores de resisténcia

Para as variaveis concentragdo CO,, condutancia estomatica, concentracdo de CO nos
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espacos intercelulares, transpiracdo, eficiéncia no uso da &gua, eficiéncia intrinseca no uso da
agua, eficiéncia instantanea de carboxilacdo e a temperatura foliar ndo foram encontrados
efeitos significativos entre os tratamentos nem entre as variaveis estudadas. Logo, é possivel
afirmar que os tratamentos efetuados nas sementes com os elicitores ndo influenciaram nas

trocas gasosas das plantas de milho.

5.5 Atividade enzimatica de sementes de milho réxo tratadas com elicitores

N&o foi possivel identificar diferencas significativas entre os tratamentos para as
enzimas avaliadas no presente estudo.

Segundo Macagnan et al., (2008) quando as plantas sdo submetidas a estresses de
qualquer natureza a resposta do vegetal é dada atraves de mecanismos pré e\ou pos-formados,
gerando barreiras fisicas e quimicas de defesa, sem que haja alteracdo no genoma da planta,
ocorrendo apenas a ativacdo de mecanismos latentes, frente a indutores externos. Em face
disso, a ativacdo de enzimas € um dos principais mecanismos que permitem acompanhar o
estado de inducdo de resisténcia em plantas expostas a patégenos.

A inducéo da defesa vegetal pode apresentar respostas e especificidades diferenciadas,
a depender do potencial de inducdo de resisténcia entre as espécies bem como o método de
aplicacdo, e as concentracdes dos metabdlitos indutores testados (GUIMARAES et al. 2015).

Borin (2017) encontrou resultados que corroboram com o presente trabalho, onde o
autor concluiu gque os tratamentos em sementes de milho com fungicidas associados a fosfitos,
ndo afetaram na atividade de enzimas envolvidas no mecanismo de defesa da planta. Ja
Muller (2015), ao tratar sementes de soja (Glycine max) com fosfitos de potéssio, concluiu
gue 0s mesmos sdo capazes de induzir a resisténcia através do aumento da atividade da
enzima f-1,3-glucanase.

Demartelaere et al., (2017) comprovou que os elicitores Rocksil®, Ecolife® no
controle pos-colheita da antracnose do mamoeiro (Carica papaya), promoveram efeitos
significativos na atividade da peroxidase, polifenoloxidase e Fenilalanina amdénia-liase
induzindo a resisténcia dos frutos ao patdgeno.

O Rocksil® e o Agrosilicio® sdo produtos que possuem o silicio na sua composicdo. A
aplicacdo deste possui acdo indutora comprovada em diversos trabalhos (PEREIRA et al.,
2009; CRUZ et al., 2013; RIBEIRO et al., 2016; GOMES; NASCIMENTO, 2018). O silicio
atua na funcdo de ativador bioquimico de enzimas de defesa dos vegetais, destacando as

quitinases, [-1,3-glucanases, peroxidases, polifenoloxidases, lipoxigenases e fenilalanina
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amonia-liases, assim como possibilita uma acdo toxica contra determinadas espécies de
fungos (GOMES et al., 2011). Essa agdo ndo foi confirmada nas condi¢des avaliadas.

Siqueira et al., (2019) verificaram o efeito indutor do Bion® no controle da antracnose
do feijdo caupi, onde promoveu a maior atividade da peroxidase e polifenoloxidase. Ja
Bertoncelli et al. (2015) ao tratar sementes de tomate (Solanum lycopersicum) com o Bion®,
verificaram que ndo houve alteragdo significativa na atividade da fenilalanina amonia-liase
em decorréncia da aplicagéo.

Varias pesquisas tem mostrado a eficiéncia de elicitores na inducéo de resisténcia de
plantas a patogenos. Gomes et al, (2016) avaliando a bioatividade de indutores de resisténcia
no manejo da antracnose da goiabeira (Psidium guajava), Demartelaere et al. (2017)
avaliando o uso de elicitores no controle de antracnose e qualidade pds-colheita em frutos de
mamoeiro e Miller (2015) avaliando indugéo de resisténcia e tratamento de sementes de soja
(Glycine max L.) com fosfito de potassio. Os autores encontraram resusltados satisfatorio na
indug&o de resisténcia.

Portanto, o fato dos elicitores a partir do tratamento das sementes ndo promoverem a
ativacdo das rotas metabdlicas de defesa vegetal, ndo descarta o potencial dos produtos
testados na cultura do milho, e sim, predispoém ao surgiumento de novas pesquisas,
considerando outros métodos de aplicacdo, assim como a avaliacdo da atividade enzimatica ao

longo de periodos.
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6. CONCLUSAO

Fungos do género Fusarium sp. apresentaram elevada incidéncia nas sementes de
milho crioulo ‘Roxo’ analisadas.

Os elicitores ndo influéncia na qualidade fisioldégica das sementes de milho crioulo
roxo.

Os elicitores Roksil® e Ecolife® apresentaram efeito fungistatico sobre o Fusarium sp.,

Os tratamentos efetuados nas sementes com os elicitores ndo influenciaram nas trocas
gasosas das plantas de milho.

Nas condigdes testadas, com aplicacdo dos elicitores via sementes, ndo foi verificada

alteracdo na atividade das enzimas peroxidase, polifenoloxidase, fenilalanina aménia-liase.
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