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DIAS, F.H.C. Bioestimulantes na inducéo de resisténcia a patdégenos em feijao guandu.
(Mestrado em Agronomia) — Programa de POs-Graduagdo em Agronomia, Universidade
Federal da Paraiba, Areia, 2021.

RESUMO GERAL

O feijdo guandu (Cajanus cajan) é uma leguminosa utilizado como cobertura morta, no
intuito de reter mais umidade em areas com baixa precipitacdo, para a adubagdo verde e na
alimentacdo humana e animal. Estudos relatam presenca de fungos associados as sementes de
guandu. Entre os métodos de controle de patdgenos em sementes, a inducdo de resisténcia em
plantas vem sendo estudada como uma alternativa ao uso de agentes quimicos com resultados
promissores. O trabalho teve como objetivo determinar o efeito de elicitores de resisténcia a
incidéncia de patdégenos em sementes e em plantas de feijdo guandu, bem como no poder
fungicida/fungistatico do elicitor in vitro sobre Fusarium sp.. Os experimentos foram
conduzidos nos Laboratdrios de Fitopatologia e em casa de vegetacdo do Centro de Ciéncias
Agrarias, UFPB. Foram utilizados os tratamentos: Ty = Testemunha, T, = Fungicida, T, =
AgroMos®, T3 = Liqui-Plex® Bonder, T, = Liqui-Plex® CaMg+B, Ts = Liqui-Plex® Fast, Tg =
Folha Top® Aminoagro, T; = Master Potéssio®, T = Master RR Ultra® e Ty = Viusid® Agro.
Para avaliar a qualidade fisioldgica e sanitaria das sementes, foram realizados os testes de
sanidade, germinacdo e emergéncia. Para verificar o efeito dos tratamentos nos isolados in
vitro, adicionaram-se os tratamentos em meio de cultura BDA, vertidos em placas de Petri,
adicionando um disco de 5 mm da coldnia fungica. O controle in vivo foi realizado em casa de
vegetacdo onde avaliaram-se a incidéncia, trocas gasosas e a atividade das enzimas peroxidase
(POD), polifenoloxidase (PPO) e fenilalanina amonia liase (FAL) em plantas de guandu, com
30 dias apds a semeadura. Os resultados observado foram, a maior ocorréncia de Aspergillus
sp. (21,5%) foi observada no tratamento T5. Os tratamentos T5, T7 e T9 mostraram-se
eficientes na reducdo de A. niger. Em relacdo a incidéncia de Cladosporium sp., observou-se
que os tratamentos T5 T6, T7 T8 e T9 foram eficientes, provocando uma reducdo
significativa do patdgeno. Os tratamentos T7, T8 e T9 proporcionaram resultados promissores
para as varidveis de germinacao, primeira contagem, sementes mortas e indice de velocidade
de germinacdo. No teste de emergéncia observou-se que a maioria dos tratamentos ndo
interferiram nas varidveis avaliadas, exceto os tratamentos T4 e T7. No teste in vitro, os
tratamentos T1, T2, T5, T6 e T8 apresentaram os melhores resultados com relacdo a inibicdo
do didmetro médio da coldnia (DMC), indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM)
e percentual de inibicdo do crescimento micelial (PIC). Para o controle de incidéncia do
Fusarium sp. (Figura 2), os tratamentos T3, T5, T6, T7, T8 e T9 mostraram-se eficientes no
controle de incidéncia do patdgeno. Para a atividade da peroxidase (POD), o tratamento T4
estimulou a atividade dessa enzima, apresentando o maior resultado. Os elicitores utilizados
sdo eficientes na reducdo de incidéncia de A. niger e Cladosporium sp. em sementes de feijdo
guandu. Os tratamentos T7, T8 e T9 se destacam proporcionando incrementos nas variaveis
fisioldgicas analisadas. Os tratamentos T2, T5, T6 e T8 sdo eficientes no controle do
crescimento micelial no teste in vitro. Os tratamentos T3, T8 e T9 sdo eficientes no controle
da esporulacdo do Fusarium sp. Os tratamentos T3, T5, T6, T7, T8 e T9 reduzem a incidéncia
de Fusarium sp. em plantas de feijao guandu. Os tratamentos ndo interferem nas trocas
gasosas em plantas de guandu. Apenas o tratamento T4 induz a atividade da enzima
peroxidase em plantas de feijdo guandu.

Palavras-chave: cajanus cajan; controle alternativo; patologia de sementes.



DIAS, F.H.C. Biostimulants in the induction of resistance to pathogens in pigeon
pea.(Master in Agronomy) - Programa de Pds-Graduacdo em Agronomia, Universidade
Federal da Paraiba, Areia, 2021.

GENERAL ABSTRACT

Pigeon pea (Cajanus cajan) is a legume used as mulch, in order to retain more moisture in
areas with low rainfall, for green manure and in human and animal food. Studies report the
presence of fungi associated with pigeon pea seeds. Among the methods of controlling
pathogens in seeds, the induction of resistance in plants has been studied as an alternative to
the use of chemical agents with promising results. The objective of this work was to
determine the effect of resistance elicitors to the incidence of pathogens in pigeon pea seeds
and plants, as well as in the fungicidal/fungistatic power of the elicitor in vitro on Fusarium
sp.. The experiments were carried out at the Phytopathology and Laboratory. in a greenhouse
at the Centro de Ciéncias Agréarias, UFPB. The following treatments were used: TO = Control,
T1 = Fungicide, T2 = AgroMos®, T3 = Liqui-Plex® Bonder, T4 = Liqui-Plex® CaMg+B, T5
= Liqui-Plex® Fast, T6 = Sheet Top® Aminoagro , T7 = Master Potassium®, T8 = Master
RR Ultra ® and T9 = Viusid® Agro. To assess the physiological and sanitary quality of the
seeds, health, germination and emergence tests were performed. To verify the effect of
treatments on isolates in vitro, treatments were added in PDA culture medium, poured into
Petri dishes, adding a 5 mm disk of fungal colony. The in vivo control was carried out in a
greenhouse, where the incidence, gas exchange and activity of the enzymes peroxidase
(POD), polyphenoloxidase (PPO) and phenylalanine ammonia lyase (FAL) in pigeon pea
plants were evaluated 30 days after seeding. The results observed were, the highest
occurrence of Aspergillus sp. (21.5%) was observed in treatment T5. Treatments T5, T7 and
T9 were efficient in reducing A. niger. Regarding the incidence of Cladosporium sp., it was
observed that treatments T5, T6, T7, T8 and T9 were efficient, causing a significant reduction
of the pathogen. Treatments T7, T8 and T9 provided promising results for the variables of
germination, first count, dead seeds and germination speed index. In the emergency test it was
observed that most treatments did not interfere in the variables evaluated, except for
treatments T4 and T7. In the in vitro test, treatments T1, T2, T5, T6 and T8 showed the best
results regarding inhibition of the average colony diameter (DMC), mycelial growth velocity
index (IVCM) and percentage of inhibition of mycelial growth ( PIC). To control the
incidence of Fusarium sp. (Figure 2), treatments T3, T5, T6, T7, T8 and T9 proved to be
efficient in controlling the incidence of the pathogen. For peroxidase activity (POD), the T4
treatment stimulated the activity of this enzyme, showing the highest result. The elicitors used
are efficient in reducing the incidence of A. niger and Cladosporium sp. in pigeon pea seeds.
Treatments T7, T8 and T9 stand out, providing increments in the analyzed physiological
variables. Treatments T2, T5, T6 and T8 are efficient in controlling mycelial growth in the in
vitro test. Treatments T3, T8 and T9 are efficient in controlling Fusarium sp. sporulation.
Treatments T3, T5, T6, T7, T8 and T9 reduce the incidence of Fusarium sp. in pigeon pea
plants. The treatments do not interfere with gas exchange in pigeon pea plants. Only T4
treatment induces peroxidase enzyme activity in pigeon pea plants.

Keywords: cajanus cajan; alternative control; seed pathology.
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1. INTRODUCAO GERAL

O feijdo guandu (Cajanus cajan (L.) Mill) é uma leguminosa, pertencente a familia
Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae e subtribo Cajaninae. E uma cultura de
clima tropical, ciclo anual ou perene, com potencial na fixacdo de nitrogénio, resistente a
seca, se desenvolvendo melhor sob altas temperaturas (AZEVEDO et al., 2007; SOUTO et
al., 2009; SILVA et al., 2020). No Semiarido, essa planta ¢é utilizada como fonte de cobertura
morta, no intuito de reter mais umidade em areas com baixa precipitacdo e também para a
adubacdo verde, contribuindo para o aumento de matéria organica no solo, ciclagem de
nutrientes e cobertura do solo, evitando processos erosivos (BONFIM-SILVA et al., 2016;
FERREIRA et al., 2016).

A maioria das espécies vegetais € propagada através das sementes. Dessa forma, €
fundamental que as mesmas apresentem Otimas caracteristicas fisicas, fisioldgicas, genéticas e
sanitarias para que consigam originar plantulas saudaveis, garantindo uma boa produtividade
(MARCOS FILHO, 2015).

A qualidade sanitaria das sementes pode ser afetada com a presenca de patdgenos,
principalmente fungos. Esses fungos favorecem o desenvolvimento de doengas na semente e
podem ser transmissiveis para as plantas, reduzem a qualidade fisioldgica da semente, além de
favorecer a disseminacdo do patégeno (SANTOS et al., 2016). Estudos relatam presenca de
fungos associados as sementes de guandu, destacando-se: Aspergillus sp., Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, Cladosporium sp., Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, Fusarium
udum, Fusarium verticilloides, Penicillium sp., Rhizopus arrhizus, Curvularia lunata, sendo a
murcha do Fusarium a doen¢a mais destrutiva da cultura (MAISURIA et al., 2008; PANDEY
etal., 2013; ADJOU et al., 2017).

O género Fusarium possui uma grande capacidade fitopatogénica, essa caracteristica o
torna um dos géneros de fungos mais relevantes (THRANE, 2014). Esse fungo é amplamente
distribuido, pode estar presente no ar, agua, plantas e solos (MAHMOUDI at al., 2018). Os
principais sintomas causados por esse patdgeno incluem podriddo radicular, tombamento,
murcha, escurecimento do feixe vascular, desfolha e morte da planta (AGRIOS, 2005; DEAN
etal., 2012).

O tratamento quimico ainda € o método mais utilizado no controle de patégenos em

sementes, porém, a procura por métodos alternativos tem recebido atengdo mundial, por
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causarem menos danos ao meio ambiente e ao homem (OLIVEIRA et al., 2017). Com esse
novo cenario, a indugdo de resisténcia em plantas vem sendo estudada como uma alternativa
ao uso de agentes quimicos com resultados promissores dentro do manejo de doencas de
plantas (ANTONIO et al., 2019).

A inducdo de resisténcia ocorre com ativacdo da defesa da planta através de aspectos
fisiolégicos. E um método eficiente, uma vez que a planta consegue retardar ou evitar a
entrada e colonizacdo do patdgeno nos tecidos vegetais (STANGARLIN et al., 2011;
PASCHOLATI; DALIO, 2018). A ativacdo dos genes de defesa das plantas contra patdgenos
é iniciada a partir de elicitores que sdo compostos que ativam as vias de defesa vegetal e
induzem a producéo de metabdlitos secundarios (BAENAS et al, 2014; ENCISO et al., 2018).

Os aminoécidos sdo considerados elicitores, por causarem maior tolerancia na planta
contra o ataque de pragas e doencas (CASTRO; CARVALHO, 2014). Verificou-se que as
leguminosas quando supridas com aminodcidos adquirem uma nodulacdo mais efetiva,
ativacdo da fotossintese, aumento da translocacdo, absorcdo de nutrientes e resisténcia ao
ataque de pragas e doencas (BORSARI, 2013).
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

Determinar a eficiéncia de bioestimulantes elicitores no controle da incidéncia de
patdgenos associados a sementes de feijdo guandu, bem como no manejo de Fusarium sp. em

plantas de guandu.

2.2. Objetivos especificos

Identificar os fungos associados as sementes crioulas de feijdo guandu originadas do
municipio de Cuité - PB;

Determinar a influéncia da associa¢do dos fungos sobre a fisiologia das sementes de
guandu;

Avaliar o efeito fungicida/fungistético dos elicitores sobre Fusarium sp. in vitro;

Avaliar o potencial de elicitores como indutores em respostas de defesa em plantas de

feijdo guandu no manejo de Fusarium sp.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Caracterizacao do feijdo guandu

O feijdo guandu (Cajanus cajan (L.) Mill) é uma leguminosa forrageira, pertencente a
familia Fabaceae, originaria do norte do subcontinente indiano e se expandiu muitos anos a.C.
em parte da Africa, Asia, América Latina e Caribe (KHOURY et al., 2015). No Brasil, esta
cultura foi inserida através da rota dos escravos em navios negreiros provenientes da Africa,
tornando-se amplamente difundida e seminaturalizada na regido tropical (SEIFFERT,;
THIAGO, 1983).

Apresenta diferentes nomenclaturas, dependendo do local de cultivo, podendo ser
conhecido por guandul, paraguayo, sachacafé, falso café, arveja (Argentina), feijao guandu,
andu (Brasil), quinchoncho (Venezuela), frijol de arbol (México), cumandai (Paraguai),
redgram, tur, arhar, dahl, pigeonpea (India), pigeonpea (Australia), pois d’angole (paises de
lingua francesa), Puerto Ricanbean, pigeonpea (Havai) (AZEVEDO et al., 2007).

E uma planta semi-perene, permanecendo verde ao longo de todo ano, possui um
sistema radicular profundo e ramificado que, além de torna-lo capaz de resistir ao estresse
hidrico e reciclar nutrientes, possibilita romper camadas adensadas de solo, como pé de arado,
por isso muitas vezes ¢ chamado de “arado biologico” (SOUTO et al., 2009; PENTEADO,
2010). Essa planta apresenta um porte arbustivo ereto, com a altura variando entre 2e 3 me
um ciclo de vida de 3 a 4 anos. A espécie tem rapido crescimento, cobrindo o solo e
aumentando a biomassa no estagio inicial, tendo um importante papel na adubacdo
(BELTRAME; RODRIGUES, 2007).

Suas sementes possuem formato arredondado, com 4 a 8mm de didmetro e quando
imaturas apresentas coloracdo verde ou pUrpura; depois da maturagdo a coloracdo passar a ser
castanha, preta, marrom ou purpura, tendo em média 1.150a 3.630 unidades por quilo
(SEIFFERT; THIAGO, 1983).

Uma das principais formas de utilizacdo dessa cultura € na restauracdo de areas
degradadas. Quando incorporada como adubo verde ocasiona melhorias nas propriedades
fisicas e quimicas do solo, utilizando o proprio porte vegetativo para proteger a cobertura do
solo. O guandu também é recomendado como planta de cobertura, sendo capaz de melhorar a
disponibilidade de fdsforo e nitrogénio no solo, contribuindo para o desenvolvimento de
culturas posteriores (BERTONI; LOMBARDI, 2008; PEDRA et al, 2012;
RAYOL;ALVINO-RAYOL, 2012).
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3.2. Fusarium sp.

O género Fusarium teve sua descricdo original feita em 1809, posteriormente, em
1935 esse género foi separado em mais de 1000 individuos em 16 segmentacdes, divididas em
65 espécies e 55 variedades (NELSON, 1991). Suas principais caracteristicas morfoldgicas
auxiliam na identificacdo, como a forma e tamanho de conidios, que podem ser alongados e
fusiformes, auséncia ou presenca de clamiddsporos e crescimento de coldnia em diferentes
meios de cultura (GERLACH; NIRENBERG, 1982).

As espécies de Fusarium podem colonizar principalmente o solo, apresentando
resisténcia gracas a suas estruturas morfologicas chamadas de clamiddsporo, essas estruturas
sd0 responsaveis por sua sobrevivéncia por longos periodos nesses ambientes (SOUSA,
2017). Esse fungo também pode ser encontrado em sementes, folhas, flores além de frutos;
colonizacdo favorecida através da disseminacdo dos seus conidios pelo ar (LAZAROTTO,
2013).

O género Fusarium sp. tem a habilidade de colonizar todas as partes das sementes,
sendo assim classificados como necrotroficos. Essa € uma caracteristica preocupante, pois é
através das sementes que grande parte das culturas de importancia econémica sdo propagadas
e 0s microrganismos sdo disseminados e introduzidos em novas &reas (CAMARGO et al.,
2017).

As principais espécies do género Fusarium sp. associadas as sementes de feijdo
guandu sdo F. moniliforme, F. udum, F. oxysporum, F. verticilloides e F. nivale
(CHAUDHARI et al., 2017; ADJOU et al., 2017; PANDEY et al., 2013). A presenca deste
patégeno em sementes causa uma redu¢do na qualidade sanitaria da mesma e no seu potencial
fisioldgico, acarretando a um baixo poder germinativo, menor desenvolvimento de plantulas e
a transmissdo para a parte aérea e sistema radicular (BARBOSA et al., 2013; MUNIZ et al.,
2004).

Os sintomas iniciais na planta sdo a murcha, através o apodrecimento de sementes e do
sistema radicular, clorose das folhas jovens e queda das folhas mais velhas e em seguida
morte das plantas infectadas. Ao seccionar o caule observa-se o escurecimento dos tecidos
vasculares, com lesdes marrons (KEERIO et al., 2017). A murcha do Fusarium é considerada
a doenca mais destrutiva para o feijdo guandu, tornando-se um fator limitante para a produgéo
da cultura (BISWAS et al., 2020).
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3.3. Inducdo de resisténcias no controle de fitopatogenos

A utilizacdo do controle quimico atraves de fungicidas sintéticos tem sido a primeira
opcao de estratégia para controle de fungos fitopatogénicos. Porém, os efeitos danosos ao
meio ambiente e 0 desenvolvimento de resisténcia devido ao uso frequente desses produtos,
induziram a uma insatisfacdo e abriram oportunidades de uso com novas estratégias de
manejo (FIERRO-CRUZ et al., 2017).

Para diminuir esses impactos negativos da agricultura, € importante reduzir a
dependéncia de fertilizantes, tornando necessario o uso de préaticas seguras, de gestdo de
custos e ecologicamente correta em producdo agricola (AHMED et al., 2020). O manejo com
indutores de resisténcia € considerado uma técnica ecoldgica que favorece a substituicdo do
uso de agrotoxicos, podendo ser empregado em associacdo com outras praticas de manejo
integrado de doencas (DIAS-ARIEIRA et al., 2010).

A inducéo de resisténcia ocorre com a ativagdo dos mecanismos de defesa da planta
contra os patdgenos, essa ativacao pode ser feita com a utilizacdo de moléculas eliciadoras de
origem biotica ou abidtica (LORENZETTI et al.,, 2018). Esse fendmeno é chamado de
resisténcia sistémica adquirida (RSA) ou resisténcia sisttmica induzida (RSI) que, apesar de
diferentes, sdo fenotipicamente equivalentes, em que as plantas, apos exposi¢do a um agente
indutor, tém seus mecanismos de defesa ativados ndo apenas no sitio de inducdo, mas também
em outros locais distantes dele (DEMARTELAERE, et al., 2020).

A resisténcia sistémica adquirida (RSA) é um mecanismo de defesa que pode conferir
protecdo prolongada contra uma ampla de microrganismos (VAN LOON et al., 2006). A
resisténcia induzida (RSI) ocorre com a ativacdo dos mecanismos secundarios através de
respostas bioquimicas, ocasionando alteracGes na atividade enzimatica ligada a patogénese,
como por exemplo, a peroxidase, fenilalanina amonia-liase e polifenoloxidase, onde ativam as
rotas de defesa possiveis de retardar ou eliminar a acdo do patégeno (SAROJ et al., 2015).

A inducdo de resisténcia pode ocorrer com a utilizacdo de elicitores, método de
controle alternativo que ativa os mecanismos de defesa das plantas (ALENCAR et al., 2020).
Os elicitores sdo classificados da mesma maneira que os fatores de estimulo ao estresse, em
bidticos ou abidticos (CAICEDO-LOPEZ et al., 2021).

Elicitores bidticos sdo compostos geradas por organismos vivos e hormonios vegetais,
como é o caso do 4cido salicilico (SA) e de compostos derivados do jasmonato, como o metil

jasmonato (MeJa) e &cido jasmodnico (JA), outros compostos como polissacarideos, proteinas
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e &cidos graxos ja foram estudados e apresentaram acéo elicitora (ANGELOVA et al., 2006;
BAENAS et al., 2014; CAICEDO-LOPEZ et al., 2021).

Os elicitores abidticos estimulam a sintese de fitoquimicos em plantas através de
estimulos quimicos ou fisicos, os quimicos (ions metalicos, etanol e sais inorganicos), que
atuam na integridade da membrana celular na planta, os fisicos (estresse osmotico, salino,
nutricional, radiacdo UV), que, de modo geral, causam estresse a planta (ANGELOVA et al.,
2006; BAENAS et al., 2014; OWOLABI et al., 2018).

Existe uma gama de variedades de elicitores abidticos, os principais com relatos na
literatura s&o os silicatos de potéssio, acibenzolar-S-metil, fosfito e aminoécidos (CHERIF,
ASSELIN; BELANGER, 1994; FORSTER et al., 1998; ARAUJO; MENEZES, 2009; ABD
EL-AAL et al., 2010). Os elicitores bidticos ou abidticos representam uma alternativa agricola
sustentavel para substituicdo do uso de agroguimicos na producdo de alimentos, porém, o
conceito é relativamente novo e ainda estd sendo pesquisado (CAICEDO-LOPEZ et al.,
2021).

A aplicacdo de aminoacidos ocorre de forma suplementar para a planta, propiciando
um equilibrio metabdlico, atuando na germinacdo, floracdo e maturacdo (ALVES et al.,
2018). Quando os aminodacidos sdo aplicados em conjunto com micronutrientes, ocorre um
aumento no seu potencial (COELHO et al., 2011). O aminoéacido ao ser aplicado sobre na
semente, em superficie foliar e no solo induz a resisténcia contra varios patégenos foliares e
radiculares. Ocasionando o acimulo de PR-proteinas por diferentes caminhos, dependendo do
sistema patdgeno-hospedeiro (COHEN, 2001).

3.4. Bioestimulantes elicitores a base de aminoacidos

Os bioestimulantes sdo definidos como fatores que intervém nos processos naturais de
nutricdo das plantas, melhorando a eficiéncia do uso de nutrientes com mecanismo que
envolve tolerancia ao estresse, melhoria dos tracos de qualidade e aumento da disponibilidade
de nutrientes (KOCIRA et al., 2020).

Esses produtos bioestimulantes sdo misturas de reguladores vegetais naturais ou
sintéticos, microrganismos e/ou compostos de natureza quimica (aminoacidos, vitaminas e
nutrientes) (SANTOS et al., 2017). Estas substancias podem trazer beneficios para as culturas,
quando aplicados via sementes, superficie foliar ou solo, podendo auxiliar na absorcdo e
eficiéncia dos nutrientes (SILVA et al., 2016).
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Os aminodcidos sdo constituintes das proteinas e sdo envolvidos na forma soltvel no
metabolismo das plantas (RAI, 2002; MEDICI et al., 2004). Portanto, podem influenciar
diversos processos fenoldgicos e fisiologicos como desenvolvimento vegetativo das plantas,
germinacdo de sementes, maturacdo de frutos, sinalizacdo e ativacdo de sistemas de defesa
contra estresses abioticos e bidticos, ajuste osmético, desativacdo de espécies reativas de
oxigénio e como uma fonte de reserva de nitrogénio, entre outros (TEXEIRA et al., 2017).

A presenca de aminoacidos nas plantas esta envolvida no metabolismo primario,
participam de uma ampla gama de reacbes enzimaticas celulares como constituintes de
diferentes enzimas, como aminotransferases, desidrogenases, liases e descarboxilases
(ALFOSEA-SIMON et al., 2020). Complexos de aminoacidos sdo dimensionados e
adicionados em fontes de fertilizantes de micronutrientes, se tornando uma forma de adquirir
alguns beneficios, por exemplo, melhor absorcdo de nutrientes (GHASEMI et al., 2012).

Utilizando fertilizantes a base de aminoacidos, Wang et al., (2014) concluiram que
houve um aumento no desenvolvimento radicular, contetudo de clorofila, area foliar e massa
seca de plantas de canola (Brassica napus). Trabalhando com soja (Glycine max), Santos et al.
(2014) relataram que a utilizacdo de bioestimulantes contendo aminoacidos proporcionou
incrementos na massa seca da folha, massa seca do caule, massa seca da vagem e area foliar,
tanto em aplicagOes via semente quanto via foliar.

Algumas pesquisas relataram a eficiéncia do uso de aminoécidos na inducdo de
resisténcia contra fungos, bactérias e nematoides. Em plantas de tomateiro (Solanum
lycopersicum) contra Phytophthora infestans (COHEN, 1994) e Xanthomonas
vesicatoria (COHEN, 2002), cancro em limoeiro (Citrus limon) causado por Xanthomonas
citri (HABASI et al., 2013) e . Porém, as pesquisas sobre o efeito dos aminoécidos na indugéo

de resisténcia em plantas ainda é bastante limitada (HABASI et al., 2013).
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DIAS, F.H.C. Qualidade de sementes de feijdo guandu com uso de bioestimulantes
elicitores de resisténcia. Dissertagdo (Mestrado em Agronomia) — Programa de Pds-
Graduagdo em Agronomia, Universidade Federal da Paraiba, Areia, 2021.

RESUMO: O feijao guandu é uma leguminosa forrageira com alto teor proteico, utilizado
principalmente em praticas de conservacdo do solo. Sua propagacao é realizada a partir de
sementes, assim, a qualidade das mesmas é fundamental para garantir uma boa producdo. Um
dos entraves ao pleno desenvolvimento do feijdo guandu é a presenca de patdgenos em
sementes, que podem causar grandes prejuizos em campo e nas sementes produzidas. Para
incrementar a qualidade das mesmas e reduzir o0 uso de agrotoxicos, a inducéo de resisténcia
tem se constituido em uma ferramenta promissora no manejo de doencas de plantas,
aumentando o vigor de sementes e plantulas no campo. O objetivo do trabalho foi avaliar a
eficiéncia de elicitores no controle de patdgenos associados as sementes de feijdo guandu,
bem como a qualidade fisioldgica das sementes tratadas. As sementes de feijdo guandu foram
oriundas do municipio de Cuité, Paraiba e foram tratadas com T, = testemunha (agua
destilada esterilizada); T1 = Captana; T, = AgroMos®; T3 = Liqui-Plex® Bonder; T4 = Liqui-
Plex® CaMg + B; Ts = Liqui-Plex® Fast; T = Folha Top® Aminoagro; T; = Master Potéssio®;
T8 = Master RR Ultra®; Ty = Viusid® Agro. Foram realizados os testes de sanidade,
germinacdo e emergéncia. A acdo dos bioestimulantes sobre a incidéncia de fungos foi
avaliada pelo método Blotter test (BRASIL, 2009), por um periodo de sete dias. Para o testes
de germinacdo e emergéncia foram utilizadas 200 sementes por tratamento, distribuidas em
quatro repeticdes de 50 sementes. No teste de germinacdo, as sementes foram distribuidas
sobre duas folhas de papel Germitest® e incubadas em camera de germinagéo do tipo B.O.D.
O teste de emergéncia foi conduzido em casa de vegetacdo, em bandejas plasticas contendo
substrato Mecplant®. Verificou-se que Aspergillus sp., A. niger e Cladosporium sp.,
proporcionaram maiores percentuais de incidéncia nas sementes, apresentado diferenca entre
o0s tratamentos. A maior ocorréncia de Aspergillus sp. (21,5%) foi observada no tratamento T5
diferindo estatisticamente dos tratamentos T1 e T2. Os tratamentos T5, T7 e T9mostraram-se
eficientes na reducdo de A. niger. Em relacdo a incidéncia de Cladosporium sp., observou-se
que os tratamentos T5 T6, T7 T8 e T9 foram eficientes, provocando uma reducdo
significativa do patégeno quando comparados a testemunha (12,5%).0s tratamentos T7, T8 e
T9 proporcionaram resultados promissores para as varidveis de germinacdo, primeira
contagem, sementes mortas e indice de velocidade de germinacdo. No teste de emergéncia
observou-se que a maioria dos tratamentos ndo interferiram nas variaveis avaliadas, exceto 0s
tratamentos T4 e T7. Os elicitores utilizados sdo eficientes na reducdo de incidéncia de A.
niger e Cladosporium sp. em sementes de feijdo guandu. Os tratamentos T7, T8 e T9 se
destacam proporcionando incrementos nas variaveis fisiologicas analisadas.

Palavras-chave: cajanus cajan; indutores de resisténcia; patologia de sementes.
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DIAS, F.H.C. Pigeonpea seed quality using resistance eliciting biostimulants. Dissertacéo
(Master in Agronomy) — Programa de P6s-Graduacdo em Agronomia, Universidade Federal
da Paraiba, Areia, 2021.

ABSTRACT: Pigeon pea is a forage legume with high protein content, used mainly in soil
conservation practices. Its propagation is carried out from seeds, so their quality is essential to
ensure good production. One of the obstacles to the full development of pigeon pea is the
presence of pathogens in seeds, which can cause great damage in the field and in the seeds
produced. To increase their quality and reduce the use of pesticides, the induction of
resistance has been a promising tool in the management of plant diseases, increasing the vigor
of seeds and seedlings in the field. The objective of this work was to evaluate the efficiency of
elicitors in the control of pathogens associated with pigeon pea seeds, as well as the
physiological quality of treated seeds. Pigeon pea seeds came from the municipality of Cuité,
Paraiba and were treated with TO = control (sterilized distilled water); T1 = Captana; T2 =
AgroMos®; T3 = Liqui-Plex® Bonder; T4 = Liqui-Plex® CaMg + B; T5 = Liqui-Plex® Fast;
T6 = Top® Aminoagro Sheet; T7 = Master Potassium®; T8 = Master RR Ultra®; T9 =
Visid® Agro. Sanity, germination and emergence tests were performed. The action of
biostimulants on the incidence of fungi was evaluated by the Blotter test method (BRASIL,
2009), for a period of seven days. For the germination and emergence tests, 200 seeds per
treatment were used, distributed in four replicates of 50 seeds. In the germination test, the
seeds were distributed on two sheets of Germitest® paper and incubated in a germination
chamber of the B.O.D. The emergence test was conducted in a greenhouse, in plastic trays
containing Mecplant® substrate. It was found that Aspergillus sp., A. niger and Cladosporium
sp., provided higher percentages of incidence in the seeds, showing difference between
treatments. The highest occurrence of Aspergillus sp. (21.5%) was observed in treatment T5,
differing statistically from treatments T1 and T2. Treatments T5, T7 and T9 proved to be
efficient in reducing A. niger. Regarding the incidence of Cladosporium sp., it was observed
that treatments T5, T6, T7, T8 and T9 were efficient, causing a significant reduction of the
pathogen when compared to the control (12.5%). Treatments T7, T8 and T9 provided
promising results for the variables of germination, first count, dead seeds and germination
speed index. In the emergency test it was observed that most treatments did not interfere in
the variables evaluated, except for treatments T4 and T7. The elicitors used are efficient in
reducing the incidence of A. niger and Cladosporium sp. in pigeon pea seeds. Treatments T7,
T8 and T9 stand out, providing increments in the analyzed physiological variables.

Keywords: cajanus cajan; resistance Inducers; seed pathology.
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1. INTRODUCAO

O feijdo guandu (Cajanus cajan (L.) Mill.) é uma leguminosa forrageira com alto teor
proteico na sua composicdo, cultivada em regides tropicais e subtropicais, pois apresenta
potencial de resisténcia aos estresses bidticos e abidticos presentes nesses ambientes
(SAXENA et al., 2018; BEHERA et al., 2020). Essa leguminosa é utilizada principalmente
em préticas de conservacdo do solo, aumentando o teor de matéria orgénica, realizando a
ciclagem de nutrientes e cobertura do solo, prevenindo processos erosivos e na alimentacao
humana e animal (BONFIM-SILVA et al., 2016).

Existe uma caréncia de estudos sobre os patdgenos associados as sementes de
forragens tropicais. Esses podem acarretar danos na germinacdo e na producgéo das culturas
(SILVA et al., 2020). No feijdo guandu, assim como na maioria das espécies cultivadas, a
semente é o principal método de disseminacdo de patdgenos, cuja presenca pode causar
reducdo na produtividade, por conseguinte a introducio desses em novas areas (FLAVIO et
al., 2014).

Dentre os géneros fungicos associados as sementes de feijdo guandu, destacam-se
Penicillium sp., Colletotrichum sp., Fusarium spp., Cladosporium sp., Alternaria sp.,
Rhizopus sp., Curvularia lunata, Rhizoctonia sp., Aspergillus sp. (CHAUDHARI et al., 2017,
BLANCO et al., 2019).

A principal forma de controle de patdgenos em sementes € com o uso de fungicidas
quimicos sintéticos. Assim, o uso de elicitores de resisténcia bioticos e abidticos no manejo de
doencas é uma forma de controle alternativo que proporciona a ativacdo dos mecanismos de
defesa das plantas (ALENCAR et al., 2020), além de reduzir o impacto ambiental causado por
esses produtos. Os indutores abidticos sdo moléculas sintéticas que emitem um sinal para a
planta, provocando a ativacdo dos genes relacionados a defesa; enquanto os bidticos sdo
organismos Vvivos ou provenientes dos mesmos, que causam uma acgdo sistémica ou
localizada, ativando o processo de defesa da planta (ALVES et al., 2021).

A aplicacdo de elicitores a base de aminoacidos tem sido utilizada no intuito de
melhorar o vigor de sementes e plantulas no campo, assim como na indugdo de resisténcia
através da ativacdo do metabolismo fisioldgico, exercendo acdo anti estresse (DORR et al.,
2018) e consequentemente incrementado os mecanismos de defesa das plantas.

Face ao exposto, o presente trabalho tem como objetivo determinara eficiéncia de
elicitores de resisténcia no manejo de patégenos associados as sementes de feijdo guandu,

bem como a qualidade das sementes.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local do experimento

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia (LAFIT), do
Departamento de Fitotecnia e Ciéncias Ambientais (CCA), do Centro de Ciéncias Agrarias,
na Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Areia, Paraiba, Brasil.

As sementes de feijdo guandu foram oriundas do municipio de Cuité, Paraiba, Brasil
(06° 28’ 53,94” S e 36° 08’ 58,87” W), coletadas no periodo do més de setembro de 2020 e

armazenadas.

2.2. Elicitores utilizados para inducéo de resisténcia em feijdo guandu

Para os tratamentos utilizados foram selecionados produtos que apresentam

aminoacidos na sua composicao.

Tabela 1. Descricdo dos indutores de resisténcia utilizados no tratamento de sementes de
feijdo guandu (Cajanus cajan).

Produto comercial Composicéo
AgroMos® Sulfato de cobre, sulfato de zinco e complexo de aminoacidos
Liqui-Plex® Bonder Complexo de aminoacidos
Liqui-Plex® CaMg+B Célcio (Ca); Magnésio (Mg); Boro (B) e complexo de aminoacidos
Liqui-Plex® Fast Fosforo (P), Nitrogénio (N) e complexo de aminoacidos
Folha T0p® Aminoagro Carbono Organico, (N), potassio(K), Manganés(Mn), Zinco(Zn) e aminoécidos
Master Potéssio® Potassio (k) e aminoacidos
Master RR Ultra® Manganés (Mn) e aminoacidos
Viusid® Nitrogénio e aminoacidos

As sementes ficaram imersas por 5 minutos nos tratamentos diluidos em 100 mL de
agua destilada esterilizada: To = testemunha: &gua destilada esterilizada (ADE); T; =
fungicida (Captana na dosagem de 240 g 100 kg™ de sementes); T, = AgroMos® (300 mL/
100 L de 4gua); Ts = Liqui-Plex® Bonder (150 mL /100 L de &gua); T, = Liqui-Plex®
CaMg+B (150 mL/100 L de agua); Ts = Liqui-Plex® Fast (150 mL /100 L de agua); Te =
Folha Top® Aminoagro (0,5 L/ ha™); T; = Master Potassio® (3 L/ ha®); Ts = Master RR Ultra
®(0,5 L/ha™); T = Viusid ® Agro (1 mL /5 L de 4gua).
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2.3. Avaliacdo da qualidade sanitaria de sementes de feijdo guandu

As sementes foram desinfestadas com solucdo de hipoclorito de sédio a 1% durante
trés minutos e enxaguadas com agua destilada esterilizada (ADE) antes da aplicacdo dos
tratamentos para realizacdo dos testes de qualidade sanitaria e fisiologica. A agdo dos
elicitores sobre a incidéncia de fungos foi avaliada pelo método Blotter test (BRASIL, 2009),
utilizando 200 sementes por tratamento, distribuidas em 20 repeticdes de 10 sementes,
colocadas individualmente em placas de Petri (90 x 15 mm) sobre uma dupla camada de papel
filtro esterilizada, umedecido com ADE e mantidas em incubacgéo a 25 £ 3 °C por um periodo
de sete dias. Utilizou-se microscopio estereoscopico Optico e literatura especializada
(SEIFERT et al., 2011), para identificar e determinar a incidéncia dos fungos associados as

sementes, com resultados expressos em percentual de ocorréncia dos fungos.

2.4. Avaliacao da qualidade fisioldgica de sementes de feijao guandu

Para avaliagdo da qualidade fisiologica das sementes, realizou-se os testes de
germinacdo e emergéncia (BRASIL, 2009). Foram utilizadas 200 sementes por tratamento,
distribuidas em quatro repeticdes de 50 sementes. No teste de germinacdo, as sementes foram
distribuidas sobre duas folhas de papel Germitest® cobertas com uma terceira folha e
organizadas em forma de rolos. O papel foi previamente esterilizado em autoclave a 121 °C
por 30 minutos e umedecido com ADE na proporcdo de 2,5 vezes a sua massa seca. Em
seguida, as folhas foram dobradas em formato de rolo e mantidas em sacos plastico, visando a
diminuicdo da perda da agua por evaporacgdo, e incubadas em camera de germinacéo do tipo
B.O.D (Biochemical Oxygen Demand), regulada a 25 + 2 °C e fotoperiodo de doze horas.

As avaliacGes foram realizadas diariamente, do 4° ao 10° dia apds a semeadura,
conforme os critérios estabelecidos por Brasil (2009), contabilizando o nimero de plantulas
normais (raiz e parte aérea bem desenvolvida) no quarto dia (primeira contagem) e ao décimo
dia ap6s a instalacdo, considerando-se também o nimero de sementes mortas, sendo 0s
resultados expressos em porcentagem. O indice de velocidade de germinagdo (IVG) foi
avaliado conjuntamente com o teste de germinagdo, efetuando-se contagens diarias das
plantulas normais de acordo com a férmula proposta por Maguire (1962).

IVG = G1/N; + Go/N; + ... + Gi/N,
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Onde: IVG = indice de velocidade de germinac&o;

G1, G2 e Gn = numero de sementes germinadas no primeiro, segundo e ultimo dia;

N1, N2 e Nn = nimero de dias decorridos da semeadura a primeira, segunda e Ultima
contagem.

O teste de emergéncia foi conduzido em ambiente protegido, no qual as sementes
foram semeadas em bandejas plasticas de polipropileno (43 x 335 x 664 mm) contendo
substrato Mecplant® a uma profundidade de trés centimetros, sendo umedecidas diariamente.
Cada bandeja continha 200 células as quais foram divididas em quatro partes, para formar
quatro repeti¢des com 50 sementes por tratamento.

Foram realizadas contagens diarias do nimero de plantulas normais emergidas, até a
estabilizacdo da emergéncia, que ocorreu ao décimo dia apds a semeadura. A primeira
contagem de emergéncia foi determinada com base na percentagem de plantulas normais no
quarto dia ap6s a instalacdo do ensaio, sendo o0s resultados expressos em percentagem
(BRASIL, 2009). O indice de velocidade de emergéncia (IVE) foi determinado pela contagem
diaria das plantulas emergidas até o décimo dia e o indice determinado de acordo com a
formula proposta por Maguire (1962).

O comprimento e massa seca das plantulas foram analisados para ambos 0s testes
(germinacdo e emergéncia) individualmente. Com o auxilio de uma régua graduada em
centimetros, foi determinado o comprimento de parte aérea e raiz de plantulas normais, sendo
os resultados expressos em cm/plantula. O contetdo de matéria seca da parte aérea (MSA) e
raiz (MSR) foram obtidos ao final da avaliacdo, ou seja, ap6s o periodo de dez dias. A parte
aerea e a raiz das plantulas foram acondicionadas separadamente em sacos de papel Kraft e
colocadas para secar em estufa regulada a 65 °C até atingir peso constante (48 h). Apés esse
periodo as amostras foram pesadas em balanca analitica com precisdao de 0,001 g e os

resultados expressos em g/plantula.

2.5. Delineamento e analise estatistica

As sementes foram submetidas aos testes de sanidade, germinacdo e emergéncia em
delineamento inteiramente casualizado. Os dados que atenderam aos pressupostos para analise
paramétrica foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Aqueles que ndo atenderam aos pressupostos para

analise paramétrica foram analisados pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (o = 0,05
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de significancia) e ajustamento para testes multiplos dos p-valores por meio do método de
Bonferroni. Todas as analises estatisticas foram realizadas com o software R (R CORE
TEAM, 2020).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na andlise sanitaria das sementes de feijdo guandu (Figura 1) foram detectados oito
géneros de fungos: Cladosporium sp. (22,5%), Aspergillus sp. (21,5%), A. niger (18,5%),
Rhizopus sp. (4,0%), Alternaria sp. (1,5%), Fusarium sp. (1,5%), Rhizoctonia sp. (1,0%),
Curvularia sp. (0,5%) e Penicillium sp. (0,5%).

Penicillium sp.
Curvularia sp.
Rhizoctonia sp.
Fusarium sp.
Alternaria sp.
Rhizopus sp.
Aspergillus niger
Aspergillus sp.
Cladosporium sp.

0 5 10 15 20 25
Incidéncia de fungos (%)

Figura 1.0corréncia de fungos em sementes de feijdo guandu (Cajanus cajan (L.) Millsp.)
oriundas de Cuité - PB.

Ao analisar os resultados do teste de sanidade (Tabela 2) verificou-se que Aspergillus
sp., A. niger e Cladosporium sp., proporcionaram maiores percentuais de incidéncia nas
sementes, apresentado diferenca entre os tratamentos. A maior ocorréncia de Aspergillus sp.
(21,5%) foi observada no tratamento Ts (Liqui-Plex® Fast) diferindo estatisticamente dos
tratamentos T; (Captana) e T, (AgroMos®) (Tabela 1).

Avaliando a qualidade sanitaria de sementes de leguminosas oriundas de regides do
Suddo, Abdulwehab al. (2015) relataram a ocorréncia de Alternaria alternata, A. tenuis,
Aureobasidium pullulans, Curvularia brachyspora, C. pallescens, Drechslera rostrata e

Fusarium solani em sementes de feijdo guandu.
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Tabela 2. Incidéncia de fungos associados as sementes crioulas de feijdo guandu (Cajanus
cajan (L.) Millsp.) tratadas com elicitores de resisténcia.

Aspergillus sp.  Aspergillus niger Cladosporium sp.

Tratamentos T TR N ) ——
To: Testemunha (ADE) 8,0 abc 17,0 abc 125a
T1: Captana 25¢C 25d 3,0 bc
T2: AgroMos® 5,5 be 12,5 abc 13,5 ab
Ts: Liqui-Plex® Bonder 10,0 abc 15,0 ab 15,0 a
T4: Liqui-Plex® CaMg+B 11,0 abc 185a 22,5a
Ts: Liqui-Plex® Fast 215a 3,0d 05¢c
Te: Folha Top® Aminoagro 16,0 ab 5,0 cd 6,0 bc
T+ Master Potéssio® 10,5 abc 2,5d 00c
Ts: Master RR Ultra® 18,0 abc 5,0 cd 0,0c
To: Viusid® Agro 13,5 abc 2,5d 0,0c
Valor-H 28,08 55,80 90,74"

Testemunha (ADE — &gua destilada esterilizada) H-critico = 16,91; ~ = significativo (H > H-critico) pelo teste de
Kruskal-Wallis (o« = 0,05 de significincia). Valores seguidos por letras distintas na coluna diferem
estatisticamente entre si.

Os tratamentos Ts (Liqui-Plex® Fast), T; (Master Potassio®) e Tg (Viusid® Agro)
mostraram-se eficientes na reducdo de A. niger, apresentando valores incidentes de 3, 2,5 e
2,5%, respectivamente, ndo diferindo do fungicida T; (2,5%). Em relacdo a incidéncia de
Cladosporium sp., observou-se que os tratamentos Ts Tg, T7 Tg € Ty foram eficientes,
provocando uma reducdo significativa do patdgeno quando comparados a testemunha
(12,5%).

Os fungos do género Aspergillus sp. sdo considerados fungos de armazenamento,
responsaveis por causarem alguns danos nas sementes como deterioracdo e lesdes, reduzindo
o0 potencial germinativo das sementes e vigor das plantulas, além disso, em algumas espécies
podem produzir micotoxinas altamente tdxicas aos seres humanos, plantas e animais
(REVERBERI et al., 2010; CARVALHO et al., 2019). Aspergillus sp. se associa as sementes
durante a maturacdo e apos a colheita, atuando quando a umidade relativa do ar supera 80%, e
o teor de agua nas sementes é superior a 14% (MARCOS FILHO, 2015).

A ocorréncia de Cladosporium sp. também esta associada a deterioracdo de sementes
em condi¢bes de armazenamento inadequado, é considerado um fungo patogénico e pode
ser transmitido das sementes para as plantulas (GUIMARAES; CARVALHO, 2014; LIMA et
al., 2020).

Em estudo com o uso de elicitor & base de aminoacidos (PT-4-0%) na qualidade

sanitaria de sementes de soja (Glycine max), Ludwig et al. (2011) observaram que apos a
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aplicacdo do produto nas sementes, constataram valores incidentes inferiores de Rhizoctonia
sp., Colletotrichum sp., Phomopsis sp., Alternaria sp., e Cercospora sp. quando comparados
com a testemunha, corroborando com os resultados do presente trabalho.

Os tratamentos T; (Master Potassio®), Tg (Master RR Ultra®) e Ty (Viusid® Agro)
proporcionaram resultados promissores para as varidveis de germinagdo, primeira contagem,
sementes mortas e indice de velocidade de germinacdo, em relacdo aos demais, ndo diferindo

do tratamento quimico (Figura 2).
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Figura 2. Germinacdo (GE), primeira contagem de germinacdo (PCG), sementes mortas (SM)
e indice de velocidade de germinacdo (IVG) em sementes de feijdo guandu (Cajanus cajan
(L.) Mill sp.) tratadas com elicitores de resisténcia: TO = Testemunha (&dgua destilada
esterilizada), T, = Captana, T, = AgroMos®, T; = Liqui-Plex® Bonder, T, = Liqui-Plex®
CaMg+B, Ts = Liqui-Plex® Fast, T¢ = Folha Top® Aminoagro, T; = Master Potéassio®, Tg =
Master RR Ultra® e Ty = Viusid® Agro. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Com a aplicacdo do Viusid® Agro na cultura do feijoeiro (Phaseolus vulgaris),
Calzada et al. (2017) observaram um incremento na germinacdo quando comparado com o
tratamento controle. Esses resultados podem ser considerados positivos, pois os elicitores ndo

causaram danos na qualidade fisioldgica das sementes, o que poderia ser um fator limitante

para o controle de patdgenos.
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Quanto ao comprimento de raiz (CPR), parte aérea (CPA) e plantula (CPL) os
tratamentos que se destacaram foram T,, Tg e Ty (Figura 3), mostrando-se tdo eficientes
quanto o fungicida. Os tratamentos Tg e T também se destacaram em relagdo a massa seca de
raiz (MSR) com valores de 0,061 g plantula™ para ambos os tratamentos, massa seca da parte
aérea (MSA) com 0,067 e 0,064 g plantula™ e massa seca de plantula (MSP) com 0,129 e
0,125 g plantula™, respectivamente. Os resultados obtidos podem ser relacionados com os

observados nas variaveis de germinacdo com maior potencial fisioldgico.
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Figura 3. Comprimento de raiz (CPR), parte aérea (CPA) e plantula (CPL) e massa seca de
raiz (MSR), parte aérea (MSA) e plantula (MSP) em plantulas de feijao guandu (Cajanus
cajan (L.) Mill sp.) tratadas com elicitores de resisténcia. Tratamentos: TO = Testemunha
(4gua destilada esterilizada), T1 = Captana, T, = AgroMos®, Ts = Liqui-Plex® Bonder, T, =
Liqui-Plex® CaMg+B, Ts = Liqui-Plex ®Fast, Ts = Folha Top® Aminoagro, T; = Master
Potéssio®, Tg = Master RR Ultra® e Tg = Viusid® Agro. Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Estudos evidenciam a potencialidade de uso dos elicitores no controle de patdégenos
em sementes de feijdo guandu, favorecem a eficiéncia dos processos metabolicos das
sementes, auxiliando diretamente nas vias metabolicas em resposta as condicdes adversas,

possibilitando adaptacfes as mudancas ambientais (TAVARES et al., 2014).
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Os possiveis beneficios alcangcados com a aplicagdo de bioestimulantes com
amino&cidos em sementes estdo associados aos processos metabolicos na planta, estimulando
a sintese ou aumentando a atividade dos fitormonios, melhoria na germinacéo, producdo de
plantas com sistema radicular vigoroso, assim, melhorando a translocacdo e utilizacdo de
nutrientes, determinando a quantidade e qualidade da producdo, com plantas mais vigorosas e
firmes, enchimento mais uniforme de gréos e uma produtividade elevada (LUDWIG et al.,
2011; KOCIRA et al., 2018).

Ao analisar os resultados do teste de emergéncia (Figura 4) observou-se que a maioria
dos tratamentos ndo interferiram nas varidveis avaliadas, exceto os tratamentos T, (Liqui-
Plex® CaMg+B) e T(Master Potéssio®) com percentual de plantulas emersas abaixo de 90%
(Figura 1A), quando comparados com os demais tratamentos utilizados. Resultado semelhante
foi obtido por Dorr et al. (2020) na aplicacdo de aminoacidos em sementes de trigo (Triticum

aestivum), que relataram que nao houve influéncia significativa na qualidade fisioldgica das

sementes.
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Figura 4. Emergéncia (EM), primeira contagem de emergéncia (PCE) e indice de velocidade
de emergéncia (IVE) em plantulas de feijdo guandu (Cajanus cajan (L.) Mill sp.) tratadas
com elicitores de resisténcia. Tratamentos: TO = Testemunha (agua destilada esterilizada), T1
= Captana, T2 = AgroMos®, T3 = Liqui-Plex ®Bonder, T, = Liqui-Plex® CaMg+B, Ts =
Liqui-Plex® Fast, Ts = Folha Top® Aminoagro, T = Master Potassio®, Tg = Master RR Ultra®
e To = Viusid® Agro. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott (p < 0,05).
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Para a primeira contagem de emergéncia (Figura 4B) os tratamentos T; (86%), T,
(89%) e Ts (91%) foram os mais eficientes, proporcionando maiores percentuais de plantulas
emergidas, ndo diferindo estatisticamente da testemunha (88%). Com relagdo ao indice de
velocidade de emergéncia (IVE) (Figura 4C), observou-se que T, (AgroMos®) proporcionou
maior indice de velocidade (24,65) em relacdo aos demais, embora sem diferir da testemunha.

Esses resultados s&o importantes de serem relatados, pois a uniformidade e a rapidez
de emergéncia de plantulas s&o componentes importantes dentro do conceito de vigor, mesmo
sendo as diferencas de vigor facilmente perceptiveis (GUEDES et al., 2013).

Essa uniformidade € considerada um sinal de sementes vigorosas e, segundo Zhang et
al. (2015) a qualidade fisiolégica deve ser medida por outro conceito, o vigor, pode ser mais
assertivo quando analisado com a medigdo da taxa de germinacdo, uniformidade e
crescimento.

A desuniformidade da emergéncia das plantas resulta em perdas de rendimento da
cultura (TAO et al., 2017). Uma reduzida competicdo intraespecifica devido a uniformidade
de emergéncia de plantulas, provocando desempenho superior da comunidade de plantas pelo
melhor aproveitamento dos recursos do ambiente (EBONE et al., 2020).

Em relacdo as varidveis de comprimento de raiz (CPR), parte aérea (CPA), plantula
(CPL) e massa seca de raiz (MSR), parte aérea (MSA) e plantula (MSP) no teste de
emergéncia, ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos utilizados. Portanto, os
tratamentos ndo sdo recomendados para a utilizacdo no intuito de estimular o tamanho das
plantas. Resultado semelhante foi observado por Vanzolini; Silveira (2009) em estudo sobre o

desempenho inicial de sementes de milho tratadas com produtos & base de aminoéacidos.

4. CONCLUSAO

Os elicitores utilizados sdo eficientes na reducdo de incidéncia de A. niger e
Cladosporium sp. em sementes de feijdo guandu. Os tratamentos T;(Master Potéassio®), Tg
(Master RR Ultra®) e Ty (Viusid® Agro) se destacam com os melhores resultados nas

variaveis fisioldgicas analisadas.
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DIAS, F.H.C. Inducéo de resisténcia em plantas de guandu para o controle de Fusarium
sp. (Mestrado em Agronomia) — Programa de P6s-Graduagdo em Agronomia, Universidade
Federal da Paraiba, Areia, 2021.

RESUMO: O feijdo guandu (Cajanus cajan (L. Mill) é uma leguminosa, geralmente
cultivada em terras com poucos recursos, utilizada como adubo verde na recuperacdo de areas
degradadas. Um dos principais patdgenos que infectam as sementes de feijdo guandu é o
Fusarium sp., responsavel por causar a murcha do Fusarium, que é considerada a principal
doencga dessa cultura. Nesse contexto, objetivou-se avaliar o potencial de controle in vitro e in
vivo de elicitores a base de aminoacidos contra o Fusarium sp. no feijdo guandu. Foram
utilizados dez tratamentos: T, = Testemunha, T; = Fungicida (Azoxistrobina), T, =
AgroMos®, T3 = Liqui-Plex® Bonder, T, = Liqui-Plex® CaMg+B, Ts = Liqui-Plex® Fast, Tg =
Folha Top® Aminoagro, T; = Master Potéssio®, T = Master RR Ultra® e T = Viusid® Agro.
Para verificar o efeito dos tratamentos nos isolados in vitro, adicionaram-se os tratamentos em
meio de cultura BDA, vertidos em placas de Petri, e, no centro das placas foi adicionado um
disco de 5 mm da coldnia fungica. O controle in vivo foi realizado em casa de vegetacdo onde
avaliaram-se a incidéncia, trocas gasosas e a atividade das enzimas peroxidase (POD),
polifenoloxidase (PPO) e fenilalanina amoénia liase (FAL) em plantas de guandu, com 30 dias
apos a semeadura. No teste in vitro, os tratamentos T1, T2, T5, T6 e T8 apresentaram 0s
melhores resultados com relacdo a inibicdo do diametro médio da col6nia (DMC), indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM) e percentual de inibicdo do crescimento micelial
(PIC). Para o controle de incidéncia do Fusarium sp. (Figura 2), os tratamentos T3, T5, T6,
T7, T8 e T9 mostraram-se eficientes no controle de incidéncia do patdgeno. Ao avaliar as
trocas gasosas observou-se que ndo houve diferenca estatistica nas variaveis estudadas (Figura
3). Os indices relacionados a Clorofila a, clorofila b, relagdo a/b e clorofila total, néo
apresentaram diferenca significativa (Figura 4). A atividade da fenilalanina aménia-liase
(FAL) em plantas de feijdo guandu ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos
(Figura 5). Para a atividade da peroxidase (POD), o tratamento T4 estimulou a atividade dessa
enzima, apresentando o maior resultado. Em relacdo a polifenoloxidase, observou-se
diferenca significativa em plantas de feijdo guandu (Figura 7). Os tratamentos T2, T5, T6 e
T8 séo eficientes no controle do crescimento micelial no teste in vitro. Os tratamentos T3, T8
e T9 sdo eficientes no controle da esporulacdo do Fusarium sp.. Os tratamentos T3, T5, T6,
T7, T8 e T9 reduzem a incidéncia de Fusarium sp. em plantas de feijdo guandu. Os
tratamentos ndo interferem nas trocas gasosas em plantas de guandu. Apenas o tratamento T4
induz a atividade da enzima peroxidase em plantas de feijado guandu.

Palavras-chave: cajanus cajan; controle alternativo; bioestimulantes; aminoacidos.
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DIAS, F.H.C. Resistance induction in pigeon pea plants to control Fusarium sp..(Master
in Agronomy) — Programa de Pds-Graduacdo em Agronomia, Universidade Federal da
Paraiba, Areia, 2021.

ABSTRACT: Pigeon pea (Cajanus cajan (L. Mill) is a legume, usually cultivated on land
with few resources, used as green manure in the recovery of degraded areas. One of the main
pathogens that infect pigeon pea seeds is Fusarium sp ., responsible for causing Fusarium
wilt, which is considered the main disease of this crop. In this context, the objective was to
evaluate the potential of in vitro and in vivo control of amino acid elicitors against Fusarium
sp in pigeon pea. Ten treatments were used: TO = Control, T1 = Fungicide (Azoxystrobin), T2
= AgroMos®, T3 = Liqui-Plex® Bonder, T4 = Liqui-Plex® CaMg+B, T5 = Liqui-Plex®
Fast, T6 = Leaf Top® Aminoagro, T7 = Master Potassium®, T8 = Master RR Ultra ® and T9
= Viusid® Agro To verify the effect of the treatments on the in vitro isolates, the treatments
were added in PDA culture medium, poured into Petri dishes , and in the center of the plates a
5 mm colony disk was added fungal. The in vivo control was carried out in a greenhouse,
where the incidence, gas exchange and activity of the enzymes peroxidase (POD),
polyphenoloxidase (PPO) and phenylalanine ammonia lyase (FAL) in pigeon pea plants were
evaluated 30 days after seeding. In the in vitro test, treatments T1, T2, T5, T6 and T8 showed
the best results regarding inhibition of the average colony diameter (DMC), mycelial growth
velocity index (IVCM) and percentage of inhibition of mycelial growth ( PIC). To control the
incidence of Fusarium sp. (Figure 2), treatments T3, T5, T6, T7, T8 and T9 proved to be
efficient in controlling the incidence of the pathogen. When evaluating gas exchange, it was
observed that there was no statistical difference in the studied variables (Figure 3). The
indices related to Chlorophyll a, chlorophyll b, a/b ratio and total chlorophyll did not show
any significant difference (Figure 4). The phenylalanine ammonia-lyase (FAL) activity in
pigeon pea plants did not show significant difference between treatments (Figure 5). For
peroxidase activity (POD), the T4 treatment stimulated the activity of this enzyme, showing
the highest result. Regarding polyphenoloxidase, there was a significant difference in pigeon
pea plants (Figure 7). Treatments T2, T5, T6 and T8 are efficient in controlling mycelial
growth in the in vitro test. Treatments T3, T8 and T9 are efficient in controlling Fusarium sp.
sporulation. Treatments T3, T5, T6, T7, T8 and T9 reduce the incidence of Fusarium sp. in
pigeon pea plants. The treatments do not interfere with gas exchange in pigeon pea plants.
Only T4 treatment induces peroxidase enzyme activity in pigeon pea plants.

Keywords: cajanus cajan; alternative control; biostimulants; amino acids.
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1. INTRODUCAO

O feijdo guandu (Cajanus cajan (L. Mill) é uma leguminosa, geralmente cultivada em
terras com poucos recursos naturais, se destaca principalmente na Africa Oriental, Asia e
Ameérica do Sul, suas sementes sdo ricas em proteinas e vitaminas (SHARMA et al., 2016;
DUKARE; PAUL, 2021), sendo utilizada na alimentacdo humana e animal, como adubo
verde na recuperacdo de areas degradadas. Essas caracteristicas sdo originadas gracas as sua
caracteristicas que propiciam melhorias nas propriedades quimicas e fisicas do solo
(RAYOL;ALVINO-RAYOL, 2012).

O crescimento das plantas pode ser afetado quando séo utilizadas sementes de baixo
vigor e profundidade inadequada de semeadura, impossibilitando o estabelecimento de
plantulas vigorosas (ROCHA et al., 2017). Um dos principais fatores que acarretam baixo
vigor das sementes € a presenca de patogenos. Esses patdgenos afetam diretamente a
germinacdo da semente reduzindo sua qualidade fisioldgica, por conseguinte atingindo o
desenvolvimento das mudas e sua producdo no campo (SILVA et al., 2020).

Um dos principais patdégenos que atacam o feijdo guandu é o Fusarium sp.,
responsavel por causar a murcha do Fusarium, principal doenca da cultura, tornando-se o
principal entrave na produtividade (SINGH et al., 2013). Fusarium sp. é considerado um
fungo necrotréfico, com potencial de colonizar as partes da semente como tegumento,
endosperma e embrido, sendo através das sementes infectadas a principal forma de
disseminacéo desse patdgeno em novas areas (CAMARGO et al., 2017).

Os sintomas da presenca de Fusarium spp. em sementes de feijdo guandu geralmente
aparecem durante a floracdo e na vagem, e na fase inicial de crescimento da planta (SINGH et
al., 2018). O controle dessa doenca se torna dificil devido a alta variabilidade genética do
patdgeno e suas estruturas de resisténcia que auxiliam na sua sobrevivéncia no solo por
longos periodos (MILANESI et al., 2013; DEMARTELAERE et al., 2021).

Dentre as medidas de manejo da doenca, destaca-se a inducdo de resisténcia através de
elicitores de resisténcia, uma alternativa que ndo afeta o meio ambiente e fornece uma
protecdo, podendo ser utilizada juntamente com outras praticas de manejo integrado de
doencas (DIAS-AREIRA et al., 2010). Os elicitores podem ser de origem bidtica ou abiotica,
guando em contato com a planta, induzem a expressdo de genes que codificam diversas
respostas de defesa a patogenos, ocorrendo a inducdo de resisténcia sistémica adquirida
(RSA) (BORSATTI et al., 2015).
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A utilizacdo dos biofertilizantes no controle de doencas vem se tonando uma opcao
agroecoldgica, devido ao seu grande potencial na redugdo do uso de produtos quimicos,
economia de energia e proporcionando aos agricultores novas oportunidades de fertilizacao
sustentavel (CALVO et al., 2014; WEZELI et al., 2014; LE MIRE et al., 2016; KOCIRA et
al., 2020). Esses biofetilizantes sdo formados por compostos bioativos como &cidos humicos,
proteinas hidrolisadas, algas marinhas e extratos de microrganismos, entre outros
(ROUPHAEL et al.,2018). As proteinas hidrolisadas e extratos de algas marinhas sdo fontes
de aminoécidos, trazendo beneficios e fornecendo efeitos de eliciadores a vérios fertilizantes
(KHAN et al., 2019).

Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo determinar o potencial de
fungicida ou fungistatico in vitro e in vivo de bioestimulantes a base de aminoacidos contra o

Fusarium sp. em feijdo guandu.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Local do experimento
Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia (LAFIT) e Casa

de Vegetacdo, na Universidade Federal da Paraiba, Campus II- Areia-PB, Brasil.

2.2. Elicitores utilizados em feijdo guandu
Todos os elicitores selecionados para os tratamentos de sementes de feijdo guandu

possuem complexos de aminoacidos em sua composi¢do, sendo esse o critério adotado para a
escolha (Tabela 1).
Tabela 1. Elicitores a base de aminoacidos utilizados no controle in vitro e in vivo de

Fusarium sp. isolado de sementes crioulas de feijao guandu oriundas do municipio de Cuité-
PB.

Tratamentos Dosagem

To: Testemunha ADE
T1: Azoxistrobina 100 4300 L/ ha'
T2: AgroMos® 300 mL/ 100 L de agua

T: Liqui-Plex® Bonder 150 mL /100 L de &gua
T4 Liqui-Plex®CaMg+B 150 mL/100 L de agua
Ts: Liqui-Plex®Fast 150 mL /100 L de 4gua
Te: Folha Top®Aminoagro 0,5 L/ ha

T+: Master Potéssio® 3L/ hat

Tg: Master RR Ultra® 0,5 L/ha™

Te: Viusid® Agro 1 mL/5 L de 4gua
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2.3. Obtencéo do isolado de Fusarium sp.

Sementes de feijdo guandu disponibilizadas pelo Instituto Nacional do Semiéarido
(INSA), adquiridas com a empresa Caicara Comércio de Sementes LTDA, foram analisadas
através do teste de germinacdo e, apos alguns dias apresentaram a presenca de alguns fungos.
Foram identificadas as estruturas reprodutivas de Fusarium sp. com auxilio de microscopio
optico e literatura especializada (SEIFERT et al., 2011). O isolamento foi realizado com
sementes contendo inoculo de Fusarium sp., onde transferiu-se os fragmentos para meio

BDA (batata, dextrose e agar).O patdgeno foi repicado até se obter um isolado puro.

2.4. Controle in vitro de Fusariumsp. com elicitores

Os tratamentos foram adicionados em 100 mL de meio BDA e vertidos em placas de
Petri (90 x 15 mm). Em seguida, um disco de 5 mm, contendo col6nia de Fusarium sp., foi
adicionado e posicionado no centro da placa. As placas foram vedadas e incubadas em B.O.D
(Biochemical Oxygen Demand) regulada a 25 * 2 °C e fotoperiodo de 12 horas.

A avaliacdo do crescimento micelial (DMC) foi realizada diariamente através da
medicdo do didmetro da coldnia de Fusarium sp. com uma régua graduada, em posi¢cdo
ortogonal, até que o primeiro isolado preenchesse toda a extensdo da placa, totalizando oito
dias de avaliacéo.

Para célculo do indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), utilizou-se a
formula proposta por Oliveira (1991): IVCM= X (D-Da)/N, em que: IVCM= indice de
velocidade de crescimento micelial; D= didmetro médio atual da colénia; Da= didmetro
médio da coldnia do dia anterior; N= namero de dias ap0s a inocula¢éo.

A porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) foi calculada conforme a
férmula utilizada por Bastos (1997), PIC = (C-T / C) x 100, sendo: PIC = porcentagem de
inibicdo; C = crescimento radial do patégeno (mm) sozinho (controle); T = crescimento radial
do patégeno (mm) sobre os tratamentos.

Ap0s as avaliagdes foi realizada a contagem de conidios. Para isso, foram adicionados
10 mL de ADE nas placas e retirados 10 puL que foram transferidos para hemocitdmetro,
sendo feita a contagem de conidios/mL™. A porcentagem de inibic&o da esporulagdo (PIE) foi

calculada a partir da férmula proposta por Bastos (1997) PIE = (Etc-C / Etc) x 100, sendo:
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PIE = porcentagem de inibicdo da esporulacdo; Etc = nimero de esporos do tratamento
controle; C = nimero de esporos do patdgeno sobre influéncia dos tratamentos.

2.5. Controle in vivo de Fusarium sp. em plantas de feijdo guandu

Foram utilizadas sementes oriundas do municipio de Cuité, Paraiba, Brasil (06° 28’

53,947 S e 36° 08’ 58,877 W). O experimento in vivo foi conduzido em casa de vegetacao
durante um periodo de 30 dias. As sementes foram previamente desinfestadas em solucéo de
hipoclorito de sddio a 1% por 3 minutos, lavadas com ADE e colocadas para secar em
bandejas contendo papel filtro previamente esterilizado (BRASIL, 2009).
As sementes foram imersas por 5 minutos nos tratamentos, agitando-as manualmente e
armazenadas por 24 horas. AplGs esse periodo, as sementes foram inoculadas com
Fusariumsp. por contato direto com a col6nia do patégeno, onde as sementes de feijdo guandu
foram colocadas na placa de Petri, diretamente sobre o crescimento micelial das col6nias
puras de Fusarium sp., e mantidas em contato por 24 h a 25 £+ 2 °C.

Apb6s a inoculacdo do Fusarium sp. as sementes foram semeadas em copos
descartaveis (300 mL) contento substrato Mecplant®, a uma profundidade de trés

centimetros, o qual foi umedecido com regas diarias.

2.6. Incidéncia de Fusarium sp. em plantas de feijdo guandu

Para a avaliacdo da incidéncia do patdgeno foi considerada a porcentagem de plantas
com sintomas visiveis da doenca em relacdo ao nimero total de plantas. Apos 30 dias de
semeadura as plantas foram coletadas e levadas ao Laboratério de Fitopatologia
(LAFIT/CCA,) e posteriormente foram lavadas com &gua em balde e avaliadas quanto a
presenca de sintomas de podriddo na raiz, no colo e sistema vascular.

Foram realizados isolamentos dos patdgenos de todas as plantas, por meio da retirada
de fragmentos do colo, que foram submetidos a desinfestacdo superficial (hipoclorito de sddio
1% por 3 minutos e ADE). Em seguida, realizou-se o plagueamento dos fragmentos em meio
de cultura BDA. As placas foram mantidas por sete dias em camara climatizada tipo B.O.D,
regulada a 25 £ 2 °C e fotoperiodo de 12 horas. Apds este periodo, com auxilio do
microscopio Optico e literatura especializada (SEIFERT et al., 2011) foram verificadas

presenca ou auséncia de Fusarium sp..
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2.7. Trocas gasosas

As avaliagdes foram realizadas aos 30 dias ap6s a semeadura (DAS), no periodo das
8:00 as 10:00 horas. Foram determinadas: Taxa de assimilacdo de CO2 (A) (umol m-2 s -1),
transpiracdo (E) (mmol de H20 m-2 s -1), conduténcia estomatica (gs) (mol de H20m2 s-1) e
concentracdo interna de CO2 (Ci) (umol m-2 s -1 ) em duas folhas que apresentavam
sintomas da doenca. De posse desses dados, foram quantificadas a eficiéncia no uso da agua
(EUA) (A/E) [(umol m-2 s -1) (mol H20 m-2 s -1) -1] e a eficiéncia instantanea da
carboxila¢ao ®c (A/Ci) (BRITO et al., 2012). Foi utilizado Analisador de Gases Infravemelho
(IRGA) modelo “LCPro+” da ADC BioScientific Ltda (KONRAD et al., 2005; BRITO et al.,
2012).

As determinacdes do indice de clorofila a, b e total foram realizados pelo método nao
destrutivo, utilizando-se clorofildmetro, tendo os valores dimensionados em indice de
clorofila Falker (FCI).

2.8. Andalises enziméaticas

Foram analisadas as enzimas fenilalanina amonia-liase, peroxidase e polifenoloxidase.
A extracdo do material foi realizada através da maceracdo de 0,5 g de folhas em 10 mL de
acetato de sodio, até obter-se uma massa homogenia, depositada em tubos plasticos, tipo
eppendorf e centrifugadas a 12.000 g durante 15 mina- 4 °C, coletando-se o sobrenadante.

A prova em branco Il foi preparada usando 1,5 mL de solucdo tamp&o TRIS 0,01M.
(pH 8,8), 0,5 mL de extrato enziméatico e 1,0 mL de agua destilada, para cada tratamento
testado. As analises foram realizadas em triplicata. As determinacdes da quantidade de

proteina presente nos referidos extratos foram realizadas pelo método de Bradford (1976).

2.8.1. Atividade da Fenilalanina Aménia-liase (FAL)

A atividade foi determinada pela quantificacdo do &cido trans-cindmico liberado a
partir da fenilalanina, que consiste na adi¢cdo de 0.5 mL de extrato, 1.5 mL de tampdo Tris-
HCI (100 mM) (pH 8,8), 0.5 mL de fenilalanina (100 mM) e 0.5 mL de ADE em eppendorf
(1,5 ml), sendo incubado em banho maria a 40 °C por 60 min. A reacdo foi paralisada com a
adicdo de 0.5 mL de &cido cloridrico (5,0 M). A leitura foi realizada em cubeta de quartzo no

espectrofotdbmetro por meio de variacdo na absorbancia em comprimento de onda 290 nm 25
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°C. Os resultados foram expressos em Unidades de Absorbancia (UA) min-1 .mg-1 de

proteina.

2.8.2. Atividade da Peroxidase (POX)

As reacdes para determinacdo da atividade enzimatica da POX foram realizadas
através da adicdo de 0.25 mL de extrato enziméatico ao meio de reacdo em eppendorf contendo
0.25 mL de guaiacol (1,7%), 0.75 mL de tampéo fosfato 0.1 M (pH 6,0) e 0.25 mL de H202 a
1,8%. A atividade enzimatica foi monitorada em espectrofotdmetro, pela variacdo da
absorbancia, no comprimento de onda de 470 nm a 25 °C, com a leitura realizada
imediatamente ap0s preparo da reacdo e resultados expressos em unidades de absorbancia

(UA) min™ mg™ de proteina.

2.8.3. Atividade da Polifenoloxidase (PPO)

Para a determinacéo da atividade da PPO, 0,5 mL do sobrenadante foi adicionado ao
meio de reacdo contendo 0,25 mL de S-metil-catecol 0,6 mM e 0,75 pL de tampdo fosfato 0,1
M( pH 6,8). As solugdes foram incubadas a 40 °C durante 15 min e a reagdo paralisada com
adicdo de 0.8 mL de &cido percldrico 2N. A atividade enzimética foi monitorada com auxilio
de espectrofotbmetro, pela variacdo da absorbancia, no comprimento de onda de 395 nm, a 25

°C e resultados expressos em U.A/min./mg de proteina.

2.9. Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado para o teste in vitro foi inteiramente
casualizado, com dez tratamentos. O crescimento micelial foi distribuido em cinco repeticdes,
sendo a unidade experimental constituida por duas placas de Petri. A esporulacdo foi
distribuida em cinco repeti¢cGes e uma unidade experimental.

Os parametros de incidéncia de Fusarium sp., indice de clorofila, trocas gasosas e
atividade enzimatica foram analisados em blocos casualizados.

Os dados foram submetidos a analise de variancia, e as médias comparadas pelo teste
de Scott-Knott até o nivel de 5% de significancia, por meio do software estatistico R® (R Core
Team, 2020).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste in vitro, observou-se que os tratamentos apresentaram diferencas
significativas entre si (Figura 1). Os tratamentos T1 (Fungicida), T2 (AgroMos®), T5 (Liqui-
Plex® Fast), T6 (Folha Top® Aminoagro) e T8(Master RR Ultra®) apresentaram os melhores
resultados com relagdo a inibicdo do diametro meédio da col6nia (DMC) (1A), indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM) (1B) e percentual de inibicdo do crescimento
micelial (PIC) (1C).
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Figura 1. Diametro médio da colénia (DMC), indice de velocidade de crescimento micelial
(IVCM), percentual de inibi¢do do crescimento micelial (PIC), esporulagdo (106 esporos/mL)
e percentual de inibicdo da esporulagdo (PIE) de Fusarium sp., sob aplicacdo de elicitores.
Tratamentos: Ty = Testemunha (Agua destilada esterilizada), T, = Fungicida (Azoxistrobina),
T, = AgroMos®, T; = Liqui-Plex® Bonder, T, = Liqui-Plex® CaMg+B, Ts = Liqui-Plex® Fast,
Te = Folha Top® Aminoagro, T = Master Potassio®, Tg = Master RR Ultra® e Tg = Viusid®
Agro. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p <
0,05).
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O tratamento T2 (AgroMos®) se destacou positivamente entre todos os demais
tratamentos, com o maior efeito inibitorio do crescimento micelial. Resultado semelhante foi
observado por Costa (2015), que também relatou a eficiéncia do AgroMos® na inibicdo do
crescimento micelial de Fusarium spp. Buzén-Duran et al. (2020) utilizando alguns
aminoacidos (Cisteina, Glicina, Prolina e Tirosina) observaram a inibi¢do no teste in vitro do
crescimento miceial de F. culmorum, assemelhando-se ao resultado da presente pesquisa.

Com relagdo & esporulacdo, os tratamentos T3 (Liqui-Plex® Bonder), T8 (Master RR
Ultra®) e T9 (Viusid®) apresentaram os menores valores, diferindo do tratamento controle.
Para o percentual de inibicdo da esporulagdo (PIE), todos os tratamentos com os elicitores
apresentaram potencial de inibicdo, destacando-se os tratamentos T3, T8 e T9 com
porcentagens de 40, 40 e 50% de inibicdo, respectivamente.

Utilizando aminoéacidos, Queiroz et al.(2019) observaram a inibicdo in vitroda
germinagdo de conidios de Colletotrichum lindemuthianum, sobretudo na concentragao
0,25%, corroborando com os resultados do presente trabalho. O aumento da eficiéncia dos
tratamentos testados depende da concentracdo de aminoacidos, e da presenca de micro e
macronutrientes na composic¢do (ANDEL, 1966; POPKO et al., 2018).

Para o controle de incidéncia do Fusarium sp. (Figura 2), os tratamentos T3 (Liqui-
Plex® Bonder), T5 (Liqui-Plex® Fast), T6 (Folha Top® Aminoagro), T7 (Master Potéassio®,
T8 (Master RR Ultra®) e T9 (Viusid®) mostraram-se eficientes no controle de incidéncia do
patégeno, com diferenca significativa do tratamento controle. Os tratamentos T5 e T7 se
destacaram por apresentarem menores porcentagens de incidéncia em relagdo a testemunha e

demais tratamentos, com porcentagens de 5 e 10%, respectivamente.

50 2

mﬁ‘t“ h |
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20

Fusarium sp.(%)

To T1 T2 13 14 15 16 T7 18 19

Tratamentos

Figura 2. Incidéncia de Fusarium sp. em plantulas de feijdo guandu (Cajanus cajan (L.)
Millsp.) oriundas de sementes tratadas com elicitores de resisténcia, aos 38 dias apos a
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semeadura. Tratamentos: TO = Testemunha (agua destilada esterilizada), T1 = Fungicida
(Azoxistrobina), T2 = AgroMos®, T3 = Liqui-Plex® CaMg+B, Ts = Liqui-Plex® Fast, Tg =
Folha Top® Aminoagro, T; = Master Potéssio®, T = Master RR Ultra® e Ty = Viusid® Agro.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Avaliando a aplica¢do de aminoacidos para inducdo de resisténcia contra F.culmorum
em plantas de trigo (Triticum spelta L.), Buzon-Durén et al. (2020) constataram eficiéncia dos
tratamentos (7,5%) quando comparados com o controle (45,2%). EI-Ghamry et al. (2009)
relataram reducdo significativa da incidéncia de mancha de chocolate causada por Botrytis
fabae em feijdo fava (Vicia faba) apos 75 dias da aplicacdo de humus e aminoacidos,
corroborando com os resultados do presente trabalho.

A aplicacdo de produtos a base de aminoacidos também induziu resisténcia ao cancro
em limoeiro (Citrus limon) causado por Xanthomonas citri (HASABI et al., 2014). Resultados
semelhantes aos observados por Dario et al. (2014) no controle de Bipolaris oryzae em arroz
(Oryza sativa) com o uso de aminodcidos e fosfito sendo tdo eficiente quanto o fungicida.

A maioria dos tratamentos foram eficientes, exceto os tratamentos T2 (AgroMos®) e
T4 (Liqui-Plex® CaMg+B), que também possuem aminoacidos na sua composicdo. A eficacia
desses produtos é determinada por diversos fatores, por exemplo, o tipo de produto,
concentracdo, cultura, dose utilizada e origem do aminoécido (PARADIKOVIC et al., 2019).

Os biofertilizantes a base de amino&cidos utilizam como fonte o acido glutamico,
acido aspartico e alanina na formulacéo de seus produtos (COLLA et al., 2015). Avaliando a
qualidade sanitaria de sementes de leguminosas oriundas de regiées do Sudao, Abdulwehab
al. (2015) relataram a ocorréncia de Alternaria alternata, A. tenuis, Aureobasidium pullulans,
Curvularia brachyspora, C. pallescens, Drechslera rostrata e Fusarium solani em sementes
de feijdo guandu.

A aplicacdo de aminoacidos proporciona as plantas efeito eliciador, porém ainda existe
uma caréncia de estudos dos seus efeitos sobre Fusarium spp. (BUZON-DURAN et al.,2020).

Ao avaliar as trocas gasosas em plantas de feijdo guandu inoculadas e tratadas com
elicitores, observou-se que ndo houve diferenca estatistica nas varidveis estudadas (Figura 3).
Resultados semelhantes foram observados por Alfosea-Simon et al. (2020) onde o0 aminoéacido
(&cido aspartico) nas variaveis de Condutancia estomatica (gs), assimilacao liquida de CO,,
concentracdo de CO, nos espacos intercelulares (Ci) e na eficiéncia instantanea de uso da

agua (EUA) ndo se diferenciou entre tratamentos e controle.
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Figura 3. Condutancia estomatica (gs) (mol m-2 s-1), assimilagdo liquida de CO2 (A) (umol
CO2 m-2 s-1), concentragcdo de CO2 nos espacos intercelulares (Ci) (umol CO2 m-2 s-1),
transpiracdo (E) (mmol H20 m-2 s-1), temperatura foliar (TF) (°C), eficiéncia intrinseca de
uso da agua (EiUA) (mmol m? s™* H,0), eficiéncia instantanea de uso da 4gua (EUA) (mmol
CO, mol™ H,0) e eficiéncia instantanea de carboxilagio (EiC) [(umol m? s™) (umol mol™) ?]
em plantulas de feijdo guandu (Cajanus cajan (L.) Millsp.) oriundas de sementes tratadas com
elicitores de resisténcia, aos 22 dias apds a semeadura. Tratamentos: Ty = Testemunha (agua
destilada esterilizada), T; = Fungicida (Azoxistrobina), T, = AgroMos®, Tz = Liqui-Plex®
Bonder, T, = Liqui-Plex® CaMg+B, Ts = Liqui-Plex® Fast, T¢ = Folha Top® Aminoagro, T7 =
Master Potassio®, Tg = Master RR Ultra® e Ty = Viusid® Agro. Médias seguidas de mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Alguns trabalhos com a aplicacdo de aminoacidos em plantas também apresentaram
respostas semelhantes ao do presente estudo nas variaveis de trocas gasosas, resultado
também relatado por Frasca et al. (2020), em pesquisa com plantas de feijdo-comum
(Phaseolus vulgaris), observaram que a aplicacdo de micronutrientes em conjunto com
complexo de amino&cidos ndo diferiu do tratamento controle em relacdo as varidveis de taxa
transpiratoria (E), condutancia estomatica (gs) e concentracao interna (Ci).

Esses resultados se distinguem dos obtidos por Mudo et al. (2020) e Rizwan et al.
(2017) os quais avaliaram o efeito de aminoacidos em mangueira (Mangifera indica) e arroz
(Oryza sativa), respectivamente. Esses autores observaram aumento das trocas gasosas apos a

aplicagcdo de aminoacidos.
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A auséncia de respostas em relacdo a trocas gasosas pode-se considerar um resultado
relevante, indicando que em alguns casos 0s aminoacidos ndo afetam o desenvolvimento da
planta ndo havendo necessidade de uso por aumentar os custos de producdo (FRASCA et
al.,2020).

Os indices relacionados a Clorofila a, clorofila b, relacdo a/b e clorofila total, ndo
apresentaram diferenga significativa (Figura 4). Dessa forma é possivel dizer que, os
tratamentos com os elicitores ndo interferiram nas reac6es fotoquimicas das plantas de feijdo
guandu. O teor de clorofila correlaciona-se com a concentracdo de N na planta e, também,
com a produtividade das culturas (SILVA et al., 2012).
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Figura 4. Indice de Clorofila Falker a (ICF a), b (ICF b), total (ICF T) e relac&o clorofila a/b
(ICF a/b) em plantulas de feijdo guandu (Cajanus cajan (L.) Millsp.) oriundas de sementes
tratadas com elicitores de resisténcia, aos 22 dias ap06s a semeadura. Tratamentos: TO =
Testemunha (agua destilada esterilizada), T1 = Fungicida (Azoxistrobina), T, = AgroMos®, T,
= Liqui-Plex® Bonder, T4 = Liqui-Plex® CaMg+B, Ts = Liqui-Plex® Fast, Ts = Folha Top®
Aminoagro, T; = Master Potassio®, T = Master RR Ultra ® e Tq = Viusid® Agro. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

A eficiéncia fotossintética esta relacionada ao desenvolvimento de plantas cultivadas
em diferentes ambientes, servindo de suporte para tomadas de decisdes relacionadas a

adubacdo nitrogenada, pois, a clorofila apresenta alta relagdo com o rendimento para diversas
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culturas (NOGUEIRA et al., 2018). A taxa fotossintética é reduzida & medida que se reduz a
concentracéo de nitrogénio nos vegetais (RIGON et al, 2013).

As enzimas relacionadas com a defesa da planta sdo ativadas a partir de mecanismos
bioquimicos responsaveis pela biossintese e atividade dessas enzimas, que se encontram
presentes nas plantas na forma inativa (MARTINS et al., 2014).

A atividade da fenilalanina amonia-liase (FAL) em plantas de feijdo guandu néo
apresentou diferenca significativa entre os tratamentos (Figura 5). Todos o tratamentos
apresentaram decréscimo, exceto o tratamento T4 (Liqui-Plex®CaMg+B ), que néo diferiu do

tratamento controle.

AgroMos®

Fungicida (Azoxistrobina)

Liqui-Plex”

Testemunha

Liqui-Plex” CaMg+B

00,05 10 15 20 25 3,0 3,5 40

Liqui-Plex" Fast
Viusid® Agro

Folha Top™ Aminaagro

aster RR Ultra”
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—e— Fenilalanina aménia-liase (UA mint mg?! proteina)

Figura 5. Atividade enzimatica da fenilalanina amdnia-liase em plantulas de feijdo guandu
(Cajanus cajan (L.) Millsp.) oriundas de sementes tratadas com elicitores de resisténcia e
inoculadas com Fusarium sp., aos 38 dias apds a semeadura. Médias seguidas de mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Dentre os tratamentos que apresentaram menor atividade da FAL, pode-se destacar os
tratamentos T2 (AgroMos®), T6 (Folha Top® Aminoagro) e T8 (Master RR Ultra ®) por
apresentarem os indices mais baixos entre todos os tratamentos utilizados.

A FAL tem como substrato o aminoacido fenilalanina, uma enzima essencial para

todas as vias de sintese de compostos fendlicos, o0s quais estdo envolvidos com resisténcia a
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pragas e patgenos (BRANDAO, 2020). A fenilalanina aménia-lias e participa na biossintese
do horménio de defesa, que é necessaria para ocorrer a inducdo de resisténcia nas plantas
(DIXON; PAIVA, 1995). A producdo dessa enzima é regulada durante o crescimento vegetal,
mas é também induzida em células vizinhas ao local de infeccdo por varios estimulos
ambientais, como infeccdo, ferimentos, contaminagdo por metais pesados, luz e reguladores
de crescimento (PINTO et al.,, 2011). A FAL possui grande importancia para as plantas,
agindo como precursora de pigmentos (antocianinas) e atuando na protecdo contra 0s
estresses abidticos e biodticos que sdo causados pela acdo de fitopatogenos (MARIANGEL et
al., 2013).

Para a atividade da peroxidase (POD), observou-se diferenca entre os tratamentos
(Figura 6). O tratamento T4 (Liqui-Plex®CaMg+B) estimulou a atividade dessa enzima,
apresentando o maior resultado. Resultados semelhantes foram relatos por Habasi et al.
(2014), onde observaram um aumento na atividade desta enzima em plantas de limdo (Citrus
limon) tratadas com amino&cidos (L-arginina, L-metionina, L-ornitina). Os tratamentos
T1(Fungicida), T6 (Folha Top® Aminoagro) e T8 (Master RR Ultra®) apresentaram o0s

menores valores quando comparados com a testemunha e os demais tratamentos.

AgroMos®
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Figura 6. Atividade enzimatica da peroxidase em plantulas de feijao guandu (Cajanus cajan
(L.) Millsp.) oriundas de sementes tratadas com elicitores de resisténcia e inoculadas com
Fusariumsp., aos 38 dias ap6s a semeadura. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).
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Ardebili et al. (2012) observaram aumento das taxa de peroxidase em plantas de Aloe
vera L. tratadas com amino&cidos. Esse aumento ocorre devido & peroxidase contribuir com
efeito benéfico para a inoculagdo do patégeno, reduzindo a incidéncia da doenca. Portanto, o
aumento da peroxidase € um dos marcadores da inducdo de resisténcia (BALLESTER et al.,
2010). Mudangas na atividade da peroxidase séo correlacionadas com respostas de defesa de
plantas, tanto para estresses bidticos quanto para abidticos (TAIZ et al., 2017). Pode-se
considerar que 0 aumento dessa atividade pode ser desencadeado por qualquer tipo de estresse
sofrido pela planta (DEBONI, 2019).

Apesar da peroxidase estar relacionada com os processos na indugédo de resisténcia,
ndo h& uma regra definida para seu comportamento, o qual pode depender do tipo de indutor,
tempo ap0s a aplicacdo na planta e concentracdo (BONALDO et al., 2005).

Em relacdo a polifenoloxidase, observou-se diferenca significativa em plantas de
feijdo guandu (Figura 7). Apenas o tratamento T4 (Liqui-Plex® CaMg+B) apresentou taxa

similar ao controle, enquanto os demais tratamentos reduziram essa atividade.
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Figura 7. Atividade enzimatica da polifenoloxidase em plantulas de feijdo guandu (Cajanus
cajan (L.) Millsp.) oriundas de sementes tratadas com elicitores de resisténcia e inoculadas
com Fusariumsp., aos 38 dias apds a semeadura. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
entresi pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).
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O aumento da atividade dessas enzimas relacionadas a patogénese € geralmente
observado no contato da planta com o patdgeno, no entanto, elas também s&do frequentemente
estimuladas durante o mecanismo de resisténcia induzida (CHOUDHARY et al., 2016). A
polifenoloxidase é responsavel por fornecer resisténcia ao ataque de patdgenos e doencas
(TEXEIRA et al., 2017).

A polifenoloxidase também exerce uma relacdo direta com a fotossintese, auxiliando
na manutencdo da homeostase do sistema (BOECKX et al., 2015). Segundo El-Nabarawy
(2001) a aplicacdo de aminoacidos apresenta um papel fundamental em processos de sintese

de enzimas, nas quais sdo importantes para o crescimento e sintese de proteinas.

4. CONCLUSAO

Os tratamentos T2 (AgroMos®), T5 (Liqui-Plex® Fast), T6 (Folha Top® Aminoagro) e
T8 (Master RR Ultra®) sdo eficientes no controle do crescimento micelial de in vitro de
Fusarium spp..

Os tratamentos T3 (Liqui-Plex® Bonder), T8 e T9 (Viusid® Agro ) séo eficientes no
controle da esporulacdo de in vitro Fusarium sp.;

Os tratamentos T3 ((Liqui-Plex® Bonder), T5 (Liqui-Plex® Fast), T6 (Folha Top®
Aminoagro), T7 (Master Potéassio®), T8 (Master RR Ultra®) e T9 (Viusid® Agro) reduzem a
incidéncia de Fusarium sp. em plantas de feijdo guandu;

Os tratamentos com os bioestimulantes utilizados ndo interferem nas trocas gasosas
em plantas de guandu;

Apenas T4 (Liqui-Plex®CaMg+B) induz a producéo de enzimas peroxidase em plantas
de feijdo guandu.
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