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RESUMO

O silicio tem-se destacado no controle de doencas de plantas, aumentando a resisténcia em
varias espécies vegetais, principalmente em monocotiledéneas, enquanto que a espécie de
Bacillus subtilis, habitante natural dos solos, mostra-se como excelente agente de biocontrole
de fitopatogenos. Assim, esse trabalho teve por objetivo avaliar o potencial do dioxido de
silicio (SiOy) e B. subtilis no controle da mancha-amarela (Drechslera tritici-repentis) e da
giberela (Gibberella zeae) na cultura do trigo. Os tratamentos utilizados para todos os
experimentos foram: T1 - SiOy; T2 - B. subtilis; T3 - SiO, + B. subtilis; T4 - trifloxistrobina +
protioconazol/trifloxistrobina + tebuconazol; T5 - Testemunha. Para o experimento de campo,
realizado nos municipios de Virmond e Guarapuava, foram avaliadas a incidéncia e
severidade das doengas, sendo representadas pela area abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPDI e AACPDS), além das analises fitotécnicas e atividade das enzimas de
defesa (polifenoloxidase e fenilalanina amonia-liase). Nos ensaios in vitro avaliou-se o
crescimento micelial de G. zeae e inducdo de fitoalexinas em sorgo, feijdo e soja. Para o
crescimento micelial, o tratamento com B. subtilis isolado ou em associagdo com SiO,
reduziram o crescimento micelial em 61,4% e 43,4%, respectivamente. No municipio de
Virmond todos os tratamentos reduziram a AACPDS da mancha-amarela do trigo em relagéo
a testemunha, sendo que a menor AACPDI foi verificada com o tratamento a base de
trifloxistrobina + protioconazol/ trifloxistrobina + tebuconazol, sendo esta de 60,2% em
relacdo a testemunha. Para giberela, a AACPDI ndo apresentou diferenca entre 0s
tratamentos, enquanto que a menor AACPDS foi observada com os tratamentos SiO,, B.
subtilis, SiO, + B. subtilis e quimico, os quais proporcionaram reducédo de 29,1%, 36%, 40,1%
e 45,1%, respectivamente, em relacdo a testemunha. Todos os tratamentos aumentaram a
altura de plantas, nimero de grdos por espigueta e massa de mil graos, exceto o tratamento
com SiO, que apresentou menor nimero de grdos por espigueta. Maior atividade das enzimas
polifenoloxidase e fenilalanina aménia-liase foi verificada para os tratamentos com SiO; e B.
subtilis apos 14 dias da aplicacdo. Em Guarapuava, para a AACPDI da mancha-amarela, 0s
tratamentos com SiOg, B. subtilis e SiO, + B. subtilis ndo apresentaram diferenca em relacéo a
testemunha. O tratamento que resultou em menor incidéncia (61% inferior em relacdo a
testemunha) foi o a base de trifloxistrobina + protioconazol/trifloxistrobina + tebuconazol.
Para a AACPDS os tratamentos com B. subtilis e SiO, resultaram em reducdo de 73,1% e
74,81%, respectivamente, em relacdo a testemunha. Todos os tratamentos aumentaram 0 peso
de mil sementes e 0 peso hectolitro em relacdo a testemunha. Para as outras variaveis
fitotécnicas, os tratamentos ndo proporcionaram resultados com diferenga significativa em
relacdo a testemunha. A atividade da fenilalanina amdnia-liase foi maior aos 14 dias ap06s o
tratamento com B. subtilis e SiO,, enquanto que para a atividade da polifenoloxidase, maior
atividade foi observada 24 horas ap6s a quarta aplicacdo dos tratamentos. Para as analises in
vitro o SiO, demonstrou ter maior efeito eliciador, proporcionando aumento da sintese das
fitoalexinas em sorgo e soja. Para a fitoalexina faseolina do feijoeiro, nenhum dos tratamentos
apresentaram efeito indutor. Conclui-se que o Si e B. subtilis contribuem positivamente no
manejo integrado de doencas da cultura do trigo, interferindo em caracteristicas estruturais e
agrondmicas da planta ou sobre o patégeno, como foi observado nos testes in vitro. Quanto a
inducdo de resisténcia nas plantas, estudos mais aprofundados devem ser realizados para
esclarecimento de tais resultados.

Palavras-chave: Gibberella zeae; Drechslera tritici-repentis; Nutricio mineral; Controle
biolégico; Inducdo de resisténcia.



ABSTRACT

Silicon has been outstanding without control of plant diseases, increasing resistance in several
plant species, mainly in monocotyledonous, whereas B. subtilis, a natural inhabitant of soils,
is shown as excellent biocontrol agent of phytopathogens. The objective of this work was to
evaluate the potential of Silicon Dioxide (SiO2) and B. subtilis in the control of yellow spot
(Drechslera tritici-repentis)  and  giberela  (Gibberella  zeae) in  wheat.
The treatments used for all the experiments were: T1 - SiOy; T2 - B. subtilis; T3 - SiO;, + B.
subtilis; T4 - trifloxystrobin + prothioconazole/trifloxystrobin + tebuconazole; T5 - Witness.
For field experiments conducted in Virmond and Guarapuava municipalities, the incidence
and severity of the diseases were evaluated, being represented by the area under the disease
progression curve (AACPDI and AACPDS) in addition to the phytotechnical analysis and the
activity of the defense enzymes (polyphenoloxidase and phenylalanine ammonia-lyase). In
the municipality of Virmond, all treatments reduced the AACPDS in relation to the control,
and the lowest AACPDI of the wheat yellow spot was verified with the treatment based on
trifloxystrobin + prothioconazole / trifloxystrobin + tebuconazole, which was 60.2% in
relation to the witness, however. For AACPDI of giberela there was no difference between
treatments, while the lowest AACPDS was observed with SiO,, B. subtilis, SiO, + B. subtilis
and chemical treatments, which provided a reduction of 29,1, 36%, 40,1% and 45,1%,
respectively, relative to the control. All treatments increased the height of plants, number of
grains per spikelet and mass of one thousand grains, except the treatment with Silicon
Dioxide that presented smaller number of grains per spikelet. The highest activity of the
polyphenoloxidase and phenylalanine ammonia lyase enzymes was verified for SiO2 and B.
subtilis treatments after 14 days of application. In Guarapuava, for the AACPDI of the yellow
spot, the treatments with SiO,, B. subtilis and SiO; + B. subtilis presented no difference in
relation to the control. The treatment that resulted in a lower incidence (61% lower than the
control) was the basis of trifloxystrobin + prothioconazole / trifloxystrobin + tebuconazole.
For the AACPDS the treatments with B. subtilis and SiO, resulted in reduction of 73,1% and
74,81%, respectively, in relation to the control. All treatments increased the weight of one
thousand seeds and the hectoliter weight in relation to the control. For other phytotechnical
variables, the treatments did not provide results with a significant difference in relation to the
control. The activity of phenylalanine ammonia-lyase was greater at 14 days after treatment
with B. subtilis and SiO,, while for polyphenoloxidase activity, higher activity was observed
24 hours after the fourth application of the treatments. In the in vitro assays the mycelial
growth of G. zeae and phytoalexin induction of sorghum, beans and soybean were carried out.
For mycelial growth treatment with B. subtilis alone or in combination with SiO, reduced
mycelial growth by 61,4% and 43,4%, respectively. SiO, has been shown to have a greater
eliciting effect, increasing the synthesis of phytoalexins from sorghum and soybean. For the
phytoalexin phaseolina of the common bean, neither one of the treatments presented inductive
effect of its synthesis. It is concluded that Si and B. subtilis contribute positively to the
integrated management of diseases of the wheat crop, interfering in structural and agronomic
traits of the plant or the pathogen, as observed in the in vitro tests. Regarding the induction of
resistance in plants further studies are needed to clarify such results.

Keywords: Gibberella zeae; Drechslera tritici-repentis; Mineral nutrition; Biological control;
Induction of resistance.






1. INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum L.), € uma poacea de ciclo anual, cultivada durante o
inverno/primavera, o qual € consumido em forma de farinha ou ragdo animal (EMBRAPA,
2016). A producdo mundial foi de aproximadamente 722 milhGes de toneladas na safra
2015/2016, sendo a segunda maior producdo de grdos em nivel mundial (USDA, 2016). No
Brasil, a producdo gira em torno de seis milhdes de toneladas, com o cultivo do trigo nas
regides Sul (RS, SC e PR), Sudeste (MG e SP) e Centro-Oeste (MS, GO e DF) (EMBRAPA,
2016), nas quais os Estados com maior produgdo sdo: Parana, Rio Grande do Sul e Santa
Catarina, que na safra 2012/2013 foram responsaveis por 2.624,5, 2.455,3 e 173,2 mil
toneladas, respectivamente (CONAB, 2015).

A ocorréncia de doencas na cultura de trigo é uma das limitacbes no seu cultivo e
producdo, destacando-se entre as principais a giberela e a mancha-amarela (WORDELL
FILHO; DUARTE; RODRIGUES, 2013), A giberela além de ocasionar redugdo na
produtividade de grdos de 20% a 50% (MCKEE; RANSOM; MCMULLEN, 2010), também
esta envolvida com a reducdo do peso hectolitrico (PH) e com a producdo de micotoxinas
(PANISSON; REIS; BOLLER, 2003) e a mancha-amarela esta envolvida com a reducdo da
area fotissintética, podendo ocasionar reducdo de produtividade de até 48% (REIS; CASA,
2007).

Para prevenir ou reduzir perdas na agricultura e melhorar a qualidade dos graos, o
uso de agrotoxicos é reconhecido como importante para a producdo de alimentos. A utilizacao
de agrotdxicos na cultura do trigo proporciona vantagens, tais como o aumento da eficiéncia,
rentabilidade da producdo e qualidade de cereais, no entanto, leva a contaminacdo da
producdo agricola, da agua, do ar e do solo (FERNANDEZ-ALVAREZ et al., 2008).

Ha estudos que demonstram que o suprimento de Silicio (Si) tem contribuido de
forma significativa na reducdo da intensidade de inGmeras doencas de importancia econémica
(DATNOFF; RODRIGUES; SEEBOLD, 2007). O Si é um elemento que estd presente em
pequena quantidade no reino vegetal e animal, com papel fundamental em ambos (LIMA
FILHO, 2010), estando envolvido no aumento da rigidez da parede celular da planta, sendo
que o acumulo e deposi¢do de Si nas células da camada epidérmica constituem-se numa
barreira fisica & penetracdo de patogenos (BELANGER et al., 2003; CAI et al., 2009),
especialmente hifas de fungos (RODRIGUES; DATNOFF; SEEBOLD, 2007).

O papel do Si na rigidez da parede celular e como barreira fisica na penetragdo de

patdgenos foi verificada por Domiciano et al. (2010) que, avaliando a severidade da mancha-
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marrom (Bipolaris sorokiniana) na folha bandeira do trigo, verificaram reducdo significativa
da mesma em plantas supridas com Si em todas as épocas de avaliacdo, havendo reducdo de
até 58,5% na Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) da folha bandeira,
que por sua vez, garantiu maior producdo de grdos dada a importancia fisiologica dessa folha.

Quanto ao controle bioldgico, os produtos naturais a base de microrganismos sao
fundamentais na busca por alternativas eficazes e seguras, e que apresentem possibilidades
reduzidas em selecionar organismos resistentes (ZHAO et al., 2010). Em funcéo disso, uma
grande variedade de bactérias vém sendo estudadas a fim de avaliar a sua influéncia nos
comportamentos antagénicos entre plantas e agentes patogénicos. Estes microrganismos
utilizam variados modos de acdo para inibir patdgenos de plantas (SANTOYO; DEL;
GOVINDAPPA, 2012), como ja tem sido demonstrado em estudos com bacterias do género
Bacillus spp.

Em experimentos com algumas estirpes de B. subtilis, verificou-se que estas sdo
antagonistas do fungo G. zeae, sendo eficazes na redugdo da fusariose em trigo. Foi
demonstrado que os lipopeptideos (surfactina) produzidos pelas estirpes AS43.3 e AS43.4 sdo
eficazes na inibicdo do patdégeno (DUNLAP et al., 2011).

Outra forma de manejo de doencas em plantas é a inducdo de resisténcia a qual
envolve a ativacdo de mecanismos de resisténcia latentes nas plantas em resposta ao
tratamento prévio com agentes bidticos ou abidticos podendo levar, por exemplo, ao acimulo
de fitoalexinas que protegeram a planta contra infec¢Ges subsequentes com patdgenos
(STADINIK, 2000). Estudando o efeito de diferentes fontes de Si sobre o teor de compostos
relacionados a defesa das plantas, Mendonca et al. (2013), verificaram que o teor de
compostos fenodlicos totais ndo apresentaram diferenca significativa entre as fontes caulim e
cinza de casca de arroz, até a dose de 1000 Kg ha™. Concluiram ainda que, com relacio ao
teor de fendis totais, houve incremento significativo em seu teor conforme aumentou-se as
doses de cinza de casca de arroz, sendo que ndo verificou-se 0 mesmo para a fonte caulim.

Portanto, ha a possibilidade de manejo de doencas na cultura de trigo com produtos
naturais, entretanto, sdo necessarios estudos para esclarecer o modo de ag¢éo envolvido, modo
de aplicacao, otimizando a eficiéncia destes produtos para o controle da mancha-amarela e da

giberela na cultura.



2. OBJETIVO(S)

2.1. Objetivo geral

Verificar se o dioxido de silicio (SiO;) e B. subtilis possuem efeito supressor in vitro e

in vivo sobre os agentes causais da giberela e da mancha-amarela na cultura do trigo.

2.2. Objetivos especificos

1)
2)

3)

4)
5)

Verificar in vitro se o SiO; e B. subtilis interferem no crescimento de G. zeae;
Verificar in vivo se SiO; e B. subtilis interferem na incidéncia e severidade de giberela
e mancha-amarela;

Verificar respostas de inducdo de resisténcia na cultura do trigo com a utilizacéo de
SiO; e B. subtilis;

Verificar respostas de inducéo de fitoalexinas em soja, feijao e sorgo.

Avaliar se 0 SiO; e B. subtilis interferem nos componentes de produtividade da cultura
do trigo.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. A cultura do trigo

O trigo (Triticum aestivum L.) € uma planta da familia Poacea, de ciclo anual
pertencente ao género Triticum, sendo cultivado durante o inverno e a primavera. Trés
espécies do género se destacam por representarem cerca de 90% do trigo cultivado no mundo:
T. aestivum, T. compactum e T. durum. A espécie T. aestivum responde por mais de quatro
quintos da produ¢do mundial, sendo consumido em forma de farinha ou racdo animal
(EMBRAPA, 2016).

Em funcédo da selegdo natural e da criacdo de novas cultivares adaptadas as condicdes
especificas, Castro e Kluge (1999) relataram que a cultura do trigo pode ser cultivada desde o
Equador até 60° de latitude, e desde o nivel do mar até 3000 m de altitude. Abordam ainda
que a cultura possui adaptacdo a solos bem drenados, solos argilo-silosos e a variadas
condicdes térmicas e de comprimento de dia, sendo cultivada tanto na Finlandia (60° N), no
hemisfério norte, quanto na Argentina (40° S), no hemisfério sul.

Perdendo em producédo apenas para o milho, o trigo é o segundo cereal mais produzido
no mundo e apresenta, portanto, significativa importancia para a economia agricola global.
Este cereal é utilizado tanto para a alimentacdo humana quanto para a animal e na safra
2014/2015 foram semeados em torno de 225 milhdes de hectares (USDA, 2016). De acordo
com Cimmyt (2005), aproximadamente 21% dos alimentos consumidos pela humanidade
dependem da cultura.

O trigo é cultivado em regides de clima frio, normalmente em altas latitudes (acima
dos paralelos 24, norte e sul) (FAO, 2008). Portanto, grande parte da producdo mundial de
trigo se concentra no hemisfério norte, com destaque para Unido Europeia, China, india,
Russia, Estados Unidos e Canada, que dispdem de terras nas regides mais propicias, tendo
uma producdo em 2014 de aproximadamente 156.328, 126.208, 95.850, 59.080, 55.147 e
29.420 milhdes de toneladas, respectivamente (USDA, 2016).

Devido a grande importancia econdmica para o Brasil, em funcédo do elevado consumo
de seus derivados principalmente, pdo, macarrdo e farinha (CARNEIRO et al., 2005), o
consumo interno esta projetado para 12,3 milhdes de toneladas em 2026/27, devendo crescer
a uma taxa anual de 1,1% entre 2016/17 a 2026/27, semelhante ao crescimento estimado da
populacéo brasileira (MAPA, 2017).
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A producéo anual de trigo no Brasil € de aproximadamente seis milhdes de toneladas,
menor que a demanda, a qual gira em torno de dez milhdes de toneladas. Seu cultivo se da
principalmente nas regides Sul (RS, SC e PR), Sudeste (SP e MG) e Centro-Oeste (MS, GO e
DF) (EMBRAPA, 2016). De acordo com dados da CONAB (2015), na safra de 2012/13, a
producdo de trigo no Brasil foi de aproximadamente 5.555,80 milhdes de toneladas, sendo
que a regido Sul deteve 5.252,50 milhdes de toneladas (95%). Os Estados do Parana, Rio
Grande do Sul e Santa Catarina foram responsaveis por 2.624,50, 2.455,30 e 173,20 mil
toneladas, respectivamente.

No Parand, o cultivo de trigo tem evoluido expressivamente nos ultimos anos do ponto
de vista de aporte tecnoldgico. Verifica-se que a maxima expansao de area de trigo no Parana
ocorreu na segunda metade da década de 1980 quando foram cultivados entre 1,7 e 1,9
milhdes de hectares, periodo em que foi obtida uma produtividade média de 1.525 Kg ha™ de
graos (Figura 1). No entanto, de 2008 a 2014, houve forte reducéo da area triticola no Estado
(0,8 a 1,3 milhdes de hectares), porém a produtividade média aumentou para 2.427 Kg ha™
(CONAB, 2015).

2000 mmArea Total 3000
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1600 | [ 1 2400
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Figura 1. Area total cultivada e produtividade média de gréos de trigo entre os anos de 1977 a 2014 no Parana.
Fonte: CONAB (2015).

Em estimativas feitas pelo Ministério da Agricultura, o valor bruto da producdo de
trigo em dezembro de 2012 foi de R$ 2,39 bilhdes para uma producéo de 4,47 milhGes de
toneladas, valor consideravelmente menor que o de 2003, que foi de R$ 4,58 bilhdes, ocasido

em que se produziu 6,1 milhdes de toneladas. Esse volume de recursos no meio rural gera
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renda as familias, melhoria da qualidade de vida e dinamiza a industria, 0 comercio e servigos
locais a montante e a jusante da producdo, fortalecendo a atividade econdmica municipal,
estadual e regional (CONAB, 2014).

A cultura do trigo, tanto no Brasil quanto em outros paises, pode ser afetada por varias
doencas, estando estas entre os principais fatores que limitam ou comprometem a producao.
As doencas podem causar prejuizos consideraveis, principalmente quando ocorrem
simultaneamente na lavoura e sob condicbes ambientais favoraveis (BARROS; CASTRO;
PATRICIO, 2006), podendo ser verificado redugio no rendimento de grios de até 44,6%,
equivalente a 1.152 kg ha®, pela ocorréncia de oidio, ferrugem, manchas e giberela
(FERNANDES; PICININI, 1999).

3.2. Principais doengas da cultura do trigo

Dentre as principais doengas que incidem na parte aérea da cultura do trigo, destacam-
se: as ferrugens, o oidio, as manchas foliares (mancha-amarela da folha e mancha-marrom) e
as podriddes de espiga, como a giberela e a brusone (BARROS; CASTRO; PATRICIO,
2006).

Assim, sdo observados varios fatores que interferem no estabelecimento e
desenvolvimento das epidemias, tais como: as condi¢cdes ambientais, a maior ou menor
suscetibilidade das cultivares, a agressividade dos patdgenos e a época do inicio da infeccdo,
resultando em informac6es variaveis sobre os danos causados pelas doengas na cultura do
trigo (MEHTA, 1993).

Observaram-se danos na producao de grdos de trigo na ordem de 50% para a giberela,
32% para a brusone (Pyricularia grisea) e 48% para a mancha-amarela na cultura do trigo.
Valores estes que podem variar em funcdo das condi¢cdes meteoroldgicas, anos agricolas e/ou
locais de ocorréncia da doenca (REIS; CASA, 2007; GOULART, 2007; MCKEE; RANSOM;
MCMULLEN, 2010).

3.2.1. Giberela no trigo

A producdo de trigo possui limitacbes ocasionadas por doencas (WORDELL
FILHO; DUARTE; RODRIGUES, 2013), dentre as principais a giberela cujo agente causal


http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/co/p_co255_b.htm
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da doenga é o fungo Fusarium graminearum Schw. (teleomorfa = Gibberella zeae (Schw.)
Petch), conhecida também como sarna, se destaca. Esta € uma doenca economicamente
devastadora em culturas de cereais, afetando os graos de trigo, cevada (Hordeum vulgare L.),
centeio (Secale cereale L.), aveia (Avena sativa L.) e triticale (X Triticosecale) (WEGULO et
al., 2015), além da podriddo de giberela na espiga de milho (CHAN et al., 2009).

A giberela do trigo é considerada uma doenca de infeccdo floral (REIS, 1988), a qual
durante muitos anos foi considerada uma enfermidade de importancia secundaria, no entanto,
em funcdo do aumento na freqliéncia e severidade, transformou-se em uma das principais
doencas do trigo no sul do Brasil (REIS; CARMONA, 2002), ocasionando danos a producao
de grdos que variam de 20% a 50%, de acordo com as condi¢cdes meteoroldgicas, anos
agricolas e/ou locais de ocorréncia da mesma (MCKEE; RANSOM; MCMULLEN, 2010).

O patégeno apresenta atividade saprofitica, sobrevivendo em restos culturais de
diversas espécies vegetais (SUTTON, 1982), além de manter presente o indculo no ar durante
todo o ano (REIS et al., 2011; VIANA; DEUNER, 2011) e infectar varias outras culturas
como o trigo, triticale, cevada, milho, arroz, trevo, alfafa e sorgo (REIS, CASA; FORCELINI,
2005). Em funcdo destas caracteristicas do patdgeno, a doenca vem ganhando importancia
devido aos danos que podem ser quantitativos e qualitativos, culminando em reducdo da
eficiéncia de algumas estratégias de manejo, dentre elas o controle quimico e a rotacdo de
cultura (REIS et al., 2011; VIANA; DEUNER, 2011).

O patogeno esta envolvido com redu¢@es no rendimento de graos, no peso hectolitrico
(pH) e producdo de micotoxinas (PANISSON; REIS; BOLLER, 2003). Danos secundarios
s&o atribuidos & reducéo do teor de proteinas dos grios (MESTERHAZY; BARTOK, 1996) e
a reducdo do poder germinativo e do vigor das sementes (TUITE et al., 1990).

A intensidade da giberela em trigo dependente de algumas condicdes climaticas para o
seu estabelecimento, devido a isso, as epidemias variam de ano para ano (CASA et al., 2004).
E mais freqiiente em regides onde ocorrem periodos prolongados de chuva (> 72 horas) e
temperaturas médias no periodo chuvoso > 20° C apds o inicio da floracdo (REIS; CASA,
MEDEIROS, 2001).

3.2.1.1. Sintomatologia

O ino6culo disseminado pelo ar deposita-se nas anteras, nas quais 0S ascOSporos

germinam, penetram e ao coloniza-las, ganham entrada na flor. Apds, o fungo coloniza todos
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0s componentes da espiga (REIS; CASA; FORCELINI, 2005), propagando-se pela raquis,
onde os sintomas sdo percebidos apds alguns dias pela senescéncia prematura das espiguetas
infetadas. Os grdos infectados apresentam-se deformados e chochos, podendo conter
micotoxinas produzidas pelo fungo (WANG, 1997; PAULITZ, 1999).

Se a colonizacdo da espiga for lenta, os grdos podem se desenvolver mostrando
sintomas caracteristicos da doenca: graos enrugados, chochos, asperos e rdseos. As espiguetas
infectadas exibem anasarca, tornando-se despigmentadas, esbranquicadas ou cor de palha. As
aristas arrepiadas é o sintoma mais caracteristico e de mais facil reconhecimento da doenga.
Sob clima umido e quente, o desenvolvimento de conidios é abundante e a espigueta infectada
apresenta-se rosea, especialmente na base e bordos das glumas. A colonizacao frequentemente
estende-se as espiguetas adjacentes ou a toda espiga através da raquis (REIS; CASA,
FORCELINI, 2005).

3.2.1.2. Etiologia e epidemiologia

O agente causal da giberela do trigo € o fungo Gibberella zeae (Schw.) Petch
(anamorfo = Fusarium graminearum Schw.), o qual ocorre em todas as regides produtoras de
cereais do mundo, sendo uma das principais doengas da cultura (REIS; CARMONA, 2002).
Este patdgeno produz fialides laterais curtas e conidios falciformes de 2,5-5 x 35-62 pum, com
3 a 7 septos, tendo peritécios superficiais, gregarios, de colora¢do purpura-escura e pretos,
com diametro de 150-350 pm. Possui ascas clavadas contendo 8 ascdsporos hialinos, os quais
medem de 3-5 x 17-25 pm e apresentam de 0 a 4 septos (REIS; CASA; FORCELINI, 2005).

A principal maneira de sobrevivéncia do fungo G. zeae é saprofiticamente nos restos
culturais, portanto, as sementes ndo sdo importantes no ciclo de vida deste fungo, mesmo
estando infectadas. Conidios sdo disseminados a curtas distdncias por respingos de chuva.
Porém, os ascésporos sdo transportados a longas distancias pelo vento. Quanto ao periodo de
suscetibilidade da cultura, este ocorre entre o inicio da floragéo e o inicio da maturagdo, na
qual o principal sitio de infeccdo de G. zeae sdo as anteras. Para que ocorra a infeccdo, sao
requeridas 30 horas de molhamento continuo com temperatura média de 20 °C ou
molhamento de 36 horas com temperatura média de 25 °C. Com 72 horas de molhamento e
temperatura média de 20 °C, cerca de 80 % das espigas tornam-se infectadas (REIS; CASA,
2016).
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A giberela em trigo é considerada uma doenga monociclica na qual o fungo produz
sobre residuos da cultura esporos assexuais (conidios), que sao liberados e dispersos pela acdo
da chuva e do vento. Sob condi¢des de molhamento continuo os peritécios sdo formados,
liberando ascdsporos, que sdo esporos sexuais do fungo, para 0 ambiente acima do dossel da
cultura. Os esporos podem ser elevados por turbuléncia atmosférica e carregados para longas
distancias da fonte de origem, sendo que tanto 0s conidios como 0s ascOsporos podem
infectar os tecidos da espiga (WANG, 1997; PAULITZ, 1999), sendo que o periodo de maior
suscetibilidade do trigo a infeccdo vai do inicio da floracdo até o inicio da maturacdo (REIS;
CASA, 2016).

3.2.1.3. Manejo de giberela em trigo

Em funcdo do aumento da intensidade de doencas fungicas na cultura do trigo, assim
como da auséncia da resisténcia genética ou de outro meio de controle eficaz, os fungicidas
apresentam-se como alternativa para garantir a expressédo do potencial produtivo de trigo no
Brasil (PICININI; FERNANDES; IGNACZAK, 1993), e para 0 manejo de giberela do trigo
alguns dos fungicidas indicados, sdo: Trifloxistrobina + Tebuconazol (Nativo®);
Epoxiconazol (Opus®); Propiconazol (Tilt®, Juno®); Tebuconazol (Orius®, Folicur®)
(SILVA; BASSOI; FOLONI, 2017).

E necessaria a busca continua de fungicidas mais eficazes e mais seguros,
especialmente com novos modos de acdo e com propriedades que dificultem o aparecimento
de organismos resistentes (ZHAO et al., 2010).

As aplicacdes calendarizadas, ou seja, determinadas principalmente por um respectivo
estadio fenoldgico da cultura ndo sdo totalmente eficazes e/ou recomendaveis no ambito
epidemioldgico, uma vez que nao considera a presenca da doenca, podendo resultar em
aplicacGes desnecessarias, aumentando o impacto ambiental. Tais aplicacdes podem
apresentar tambeém baixo nivel de controle, uma vez que o fungicida é metabolizado pelas
plantas ao longo do tempo, culminando em efeito fungistatico diminuto quando ha uma
eventual infeccdo do patégeno (OLIVEIRA, 2013).
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3.2.2. Mancha-amarela do trigo

A mancha-amarela da folha (Drechslera tritici-repentis Died.), esta presente em todas
as regi0es triticolas, principalmente sobre plantio direto e/ou em lavouras com tratamento de
sementes ineficientes (REIS; CASA, 2007). Os danos ao rendimento de grdos podem atingir
entre 30 e 40%, variando entre 3 e 15%. A percentagem de dano dependera da quantidade de
chuvas durante a estacdo de cultivo do trigo, que implicard em mais ou menos esporos do
fungo, que causardo infec¢do. O nimero de lesdes e o tamanho das mesmas afetara, por sua
vez, a area fotossitética e consequentemente resultara em menor enchimento de grdos
(SANTANA et al., 2012).

3.2.2.1. Sintomatologia

Os sintomas tipicos da doenga sdo observados nas folhas e bainhas logo apds a
emergéncia da cultura, os quais inicialmente se caracterizam por pequenas manchas
cloréticas, 24-48 horas ap6s a inoculacdo. Com o passar do tempo, a area de tecido
amarelecido aumenta surgindo uma regido central necrosada, de cor parda, circundadas por
um halo amarelo. As lesbes sdo elipticas, podendo atingir 12 mm de comprimento e/ou

maiores em regides com temperaturas mais elevadas (REIS; CASA, 2016).

3.2.2.2. Etiologia e epidemiologia

O agente da manha-amarela é o fungo Pyrenophora tritici-repentis (fase sexuada) e
Drechslera tritici-repentis (fase assexuada). No entanto, a partir da safra 2016 tem sido
relatado o envolvimento de D. siccans, agente da helmintosporiose do azevém (L.
multiflorum), com os sintomas da mancha-amarela. Este patdégeno apresenta conidioforos
simples ou em grupos de 2-3, emergentes entre células epidérmicas, medindo ate 250 um de
comprimento. Os conidios séo solitarios, retos e/ou levemente curvos, de paredes finas, com
1-9 pseudoseptos. Em seu estado perfeito, desenvolve-se em restos culturais, produzindo
pseudotécios globosos, com diametro que varia de 200-300 pm. Seus ascOsporos sao ovais,
medindo 18-28 x 45-70 um (REIS; CASA, 2016).

Sendo que a partir da safra triticola 2008, tem sido encontrado associado a mancha-
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amarela do trigo o fungo D. siccans (Drechsler) Shoemaker (Teleomorfa Pyrenophora lolii
Dovaston), agente da helmintosporiose do azevém (Lolium multiflorum L.). Em trabalhos com
diagnose da mancha-amarela do trigo, identificou-se 7% de D. tritici-repentis e 15-100% de
D. siccans (TONIN; REIS; AVOZANI, 2009).

O agente da mancha-amarela (D. tritici-repentis) desenvolve-se melhor no intervalo de
temperatura entre 18 e 28 °C, com periodo de molhamento continuo variando entre 12 horas
(cultivares suscetiveis) a 30 horas, para que ocorra a infeccdo. Sobre as lesbes produz
conidios, os quais sdo disseminados pelo vento a curtas distancias e pela semente a longas
distdncias (SANTANA et al., 2012).

3.2.2.3. Manejo da mancha-amarela do trigo

As estrategias de manejo da mancha-amarela do trigo visam, principalmente, reduzir o
inoculo inicial, erradicando ou diminuindo sua densidade a nivel inferior ao limiar numérico
de infeccdo (REIS; CASA; DANELLI, 2011). Dentre as medidas de manejo preconizam-se a
adocdo de praticas integradas como: Tratamento de sementes com fungicidas, sementes
sadias, semeadura na época indicada, rotacdo de culturas com nabo forrageiro ou colza, e
aplicagdo de fungicidas nos o6rgéos aéreos com misturas de triazois e estrobilurinas (REIS;
CASA, 2007).

Os fungos D. tritici-repentis e D. siccans, sdo parasitas necrotréficos e sobrevivem em
sementes e em restos culturais dos hospedeiros, assim sendo, a rotacdo de culturas é uma
pratica eficaz para se adotar no manejo. A manutencdo de restos culturais na superficie do
solo, como no plantio direto, prolonga a viabilidade do fungo e sua permanéncia na lavoura
(REIS, CASA, DANELLI, 2011). O principio do controle envolvendo a rotagdo de culturas
baseia-se na supressdo ou eliminacdo do substrato apropriado para o patdgeno, na fase
saprofitica (REIS; FORCELINI, 1995).

O uso de variedades resistentes € uma medida de controle importante a se adotar, no
entanto, no Brasil ainda ndo existem cultivares com resisténcia suficiente para controlar a
mancha-amarela do trigo (SILVA; BASSOI; FOLONI, 2017).

Quanto ao controle quimico da mancha-amarela, este € obtido por meio do tratamento
de sementes com a utilizacdo de triadimenol 40,5 gramas de ingrediente ativo (g.i.a.),
carboxina 60 g.i.a., tiran 60 g.i.a. ou difenoconazol 30 g.i.a. para 100 kg de sementes, ou

ainda, pela aplicacdo de fungicidas nos 6rgdos aéreos, pertencentes ao grupo dos triazdis



12

(ciproconazol, epoxiconazol, metconazol, propiconazol e tebuconazol) e estrobilurinas
(azoxistrobina, cresoxim-metilico, piraclostrobina e trifloxistrobina (SILVA; BASSOI;
FOLONI, 2017)).

Trabalhos realizados com o objetivo de avaliar a melhor fase de desenvolvimento da
cultura para realizar o controle da mancha-amarela, o nimero de aplicactes de fungicidas por
cultivar, assim como a mistura mais eficiente, realizou-se o experimento utilizando-se as
misturas epoxiconazol + piraclostrobina, tebuconazol + trifloxistrobina e ciproconazol +
azoxistrobina em uma, duas e trés aplicacdes com as cultivares BRS 327 e BRS 296. Conclui-
se com este experimento que, o melhor controle foi obtido com a mistura epoxiconazol +
piraclostrobina e a cultivar BRS 327 foi o que apresentou maior resisténcia a mancha-
amarela, necessitando menor uso de fungicidas para seu controle. O melhor momento de
controle se da no emborrachamento, no qual, dependendo do ano e nivel de infeccdo, é
possivel que com apenas uma aplicacdo, nessa fase, seja suficiente para manter a mancha-
amarela sob controle para a cultivar BRS 327. Para a cultivar BRS 296, por ser relativamente
menos resistente & doenca, duas aplicagbes podem ser necessdrias, no alongamento e
emborrachamento (SANTANA; CLEBSCH; LAZZAROTTO, 2010).

O uso de sementes sadias associadas ao tratamento de sementes com fungicidas
eficientes e rotacdo de culturas sdo estratégias que reduzem o inoéculo primario de fungos
causadores de manchas foliares. Quanto a aplicacdo de fungicidas na parte aerea, esta deve ser
feita com base no Limiar de Dano Econdmico (LDE), sendo calculado com base na funcgéo de
dano R = 1000 — 5,7 I (R = rendimento de grdos e | = incidéncia foliar da doenca) (SILVA,
BASSOI; FOLONI, 2017).

3.3. Controle alternativo de doengas

Varios sdo o0s problemas em consequéncia do uso indiscriminado de fungicidas
quimicos, dentre estes, 0 aumento dos custos de producédo, possibilidade da ocorréncia de
intoxicacdo dos aplicadores, contaminagdo do ambiente pela deriva, lixiviacdo dos excessos
de produtos pulverizados, residuos de fungicidas nos graos e selecdo de isolados do patdgeno
resistentes, principalmente quando sdo utilizados produtos com mecanismos de acdo mais
especificos (DUARTE et al., 2012).

Todos esses fatores sdo motivos de preocupagdo e tém levado a uma procura de

estratégias de manejo de doencas, com produtos alternativos eficientes e economicamente
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viaveis. Dentre estas alternativas de controle de doencas em plantas destacam-se a aplicacdo
de nutrientes (WORDELL FILHO; DUARTE; RODRIGUES, 2013) e o controle bioldgico
com microrganismos antagonistas, a exemplo da utilizacdo de bactérias dos géneros
Pseudomonas do grupo fluorescentes (P. putida e P. fluorescens), Bacillus spp., Streptomyces
spp. e representantes da familia Enterobacteriaceae (SILVA et al., 2008), apresentando-se
como alternativas para a reducdo ou eliminacdo do uso de agroquimicos no controle de
fitopatdgenos (RY AN et al., 2008).

3.3.1. Uso do Silicio na protecéo de plantas

O Si € considerado um elemento benéfico as plantas e ndo essencial, pois plantas
superiores podem crescer até a maturidade em solu¢BGes nutritivas formuladas sem Si
(EPSTEIN, 2009). No entanto, em condigdes desfavoraveis as plantas, o Si auxilia o
desenvolvimento e a integridade de muitas espécies, principalmente de monocotileddneas,
como arroz, cana-de-agUcar, cereais de inverno e algumas dicotiledéneas, como pepineiro e
tomateiro (BELANGER et al., 1995; DATNOFF; DEREN; SNYDER, 1997; SAVANT;
SNYDER; DATNOFF, 1997; EPSTEIN, 1999).

Estudos relatam o efeito do Si no crescimento e desenvolvimento das plantas,
principalmente, quando este € aplicado via solo. Porém, estudos vem demonstrando sua acéo
quando aplicados via solucdo nutritiva e/ou via foliar, tanto em monocotileddneas quanto em
dicotileddneas (ZAMBOLIM; ZANAO JUNIOR; VENTURA, 2012).

O Si tem-se destacado no controle de doencas de plantas (DATNOFF; RODRIGUES;
SEEBOLD, 2007). Seu efeito no aumento da resisténcia foi observado em varias espécies
vegetais, principalmente em monocotiledéneas (MARSCHENER, 1995; RODRIGUES et al.,
2004). O Si também atua reduzindo o estresse das plantas as altas temperaturas, ao déficit
hidrico e a toxidez por ferro e manganés (DATNOFF; RODRIGUES; SEEBOLD, 2007).

Estudos realizados em plantas de cana-de-agucar (considerada planta acumuladora de
Si) com mapeamento por raio X, tem demonstrado que houve maior quantidade de Si
depositada na epiderme inferior das folhas do que na epiderme superior e no mesofilo, locais
em que foi observado menor severidade da ferrugem-marrom (Puccinia melanocephala),
quando essas plantas foram tratadas com a dose de 2000 mg L™, o que sugere o papel

importante do Si no manejo desta doenca na cultura (NAIDOO et al., 2009).
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Quanto a atuacdo do Si na potencializacdo dos mecanismos de resisténcia nas plantas,
esta ainda ndo estd totalmente esclarecida. A hipétese da formacgdo de uma barreira fisica,
abaixo da cuticula, ap6s a polimerizacdo do acido monossilicico, explica, parcialmente, o
aumento da resisténcia do arroz a brusone (KIM et al., 2002). Outras evidéncias da atuacdo do
Si reforcam a hipdtese de que este potencializa mecanismos bioquimicos de defesa das
plantas e ndo atua apenas de forma passiva na resisténcia, como aumento do acimulo de
compostos fendlicos associados com as estruturas de alguns patdgenos, o aumento da
producdo de fitoalexinas, a transcricdo de alguns genes, associados com a resisténcia a
brusone e o aumento na atividade de enzimas de defesa (DATNOFF; RODRIGUES;
SEEBOLD, 2007).

Em estudos com extratos de folhas de plantas de arroz inoculadas com Magnaporthe
grisea e tratadas com Si, verificaram que essas plantas possuiam niveis mais altos de
fitoalexinas momilactona do que extrato de folhas obtidas de plantas inoculadas com o
patdgeno e ndo tratadas com Si. O estimulo mais eficiente da via do terpenoide em plantas
tratadas com Si e 0 aumento nos niveis de momilactonas, parecem ser os fatores que
contribuem para 0 aumento da resisténcia a brusone em arroz (RODRIGUES et al., 2004).

Quanto as enzimas relacionadas a defesa das plantas, foi observado aumento na
atividade de quitinase e B-1,3-glucanase em plantulas de ervilhas tratadas com silicato de
potassio, antes das plantas serem inoculadas com Mycosphaerella pinodes. O nimero de
lesGes quantificadas em plantulas de ervilhas tratadas com Si também foi menor em

comparagdo com plantulas ndo tratadas com Si (DANN; MUIR, 2002).

3.3.1.1. Composto dioxido de silicio

Entre as principais fontes de Si utilizadas nas pesquisas cientificas estdo 0s
metassilicatos de sédio e de potéssio, o acido silicico, todos com efeitos similares. Para
pulverizagdes foliares no controle de doencas de algumas culturas, como roseiras, a fonte de
Si mais usada é o metasilicato de potassio (BELANGER et al., 1995). Entretanto no Brasil,
essa fonte € pouco disponivel no mercado. Assim sendo, escorias de siderurgias, como
silicatos de Ca e Mg, encontrados facilmente e comercializados no mercado sdo as fontes
mais importantes de Si. Existem outras fontes, como o termofosfatos magnesianos ou
silicofosfatos de magnésio (CURVELO, 2012).



15

Tratando-se da silica ou dioxido de silicio, este € um composto natural formado pelos
dois elementos quimicos mais abundantes na crosta terrestre, o oxigénio e o silicio. Este é
encontrado na natureza nas formas amorfa e cristalina, que quando combinadas com metais e
Oxidos dao origem a silicatos como o talco, feldspato, caulim e mica. Sua forma amorfa,
embora ndo seja inerte, € menos toxica do que a cristalina, sendo encontrada em rochas
vulcénicas vitrificadas, terras diatomaceas ndo aquecidas, silica gel, no vidro sintético e na la

de vidro.

3.3.2. Controle biol6gico com Bacillus subtilis

O género Bacillus spp. se destaca por formar enddsporos e apresentar variabilidade de
mecanismos antagdnicos. Desta forma, a bactéria possui longa manutencédo e sobrevivéncia
em nichos ecoldgicos especificos, com grande versatilidade nos mecanismos de acdo para
driblar as defesas dos fitopatdogenos (SILVA et al., 2008). A espécie B. subtilis mostra-se
como excelente agente de biocontrole, podendo ser encontrado como PGPR (rizobactérias
promotoras de crescimento em plantas), bactérias epifiticas e endofiticas (GUPTA et al.,
2000; ONGENA et al., 2005).

Yao et al. (2006) relataram que B. subtilis tem sido usado comercialmente para o
biocontrole de enfermidades de plantas, bem como para aumentar a produtividade das
culturas. Seus efeitos antagonicos podem ser diretos ou indiretos. O efeito direto exercido
contra fitopatégenos tem o envolvimento dos mecanismos de antibiose, como a sintese de
substancias antimicrobianas, a competicdo por espago e nutrientes e a sintese de compostos
volateis. Enquanto que o efeito indireto é exercido pelo fendmeno de resisténcia sistémica
induzida (ISR) (LEELASUPHAKUL; HEMMANEE; CHUENCHITT, 2008).

De acordo com Phae e Shoda (1991), o B. subtilis se caracteriza por sintetizar mais de
60 tipos de antibidticos, polipeptideos e endotoxinas. Moléculas estas que podem atuar como
eliciadoras da ISR, proporcionando a sistemicidade da resposta de defesa contra patdégenos
(RYU et al., 2004; ONGENA et al., 2007). Como exemplo temos o trabalho de Ongena et al.
(2007) no qual os autores estudaram a sintese de lipopeptideos da familia das surfactinas e
fengicinas (metabdlicos antifngicos), pelo isolado 168 de B. subtilis, e verificaram que o
mesmo atuava no processo de ativacdo da ISR em plantas de feijdo e tomate.

Com o intuito de determinar o papel da surfactina no biocontrole de P. syringae em

Arabdopsis sp. por B. subtilis, Bais, Fall e Vivanco (2004) testaram uma estirpe mutante, M1,
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com uma delecdo do gene surfactina sintase, sendo portanto, deficiente na producdo de
surfactina. Concluiram que o B. subtilis M1 foi ineficaz como agente de biocontrole e também
ineficiente na formacdo de biofilme na superficie das raizes, aferindo, portanto, que a
atividade antagonica e a capacidade de formar biofilme esta diretamente envolvida com a

sintese de surfactina.

3.4. Inducéo de resisténcia em plantas

A resisténcia da planta a um determinado patdgeno é definida como sendo a
capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada de um microrganismo em seu interior,
bem como criar condigfes adversas para a colonizacdo de seus tecidos pelo mesmo
(PASCHOLATI, 1995), na qual a resisténcia natural das plantas a patdgenos baseia-se em
barreiras e mecanismos de defesa ja existentes, independente da chegada do patogeno ao sitio
de infeccdo (BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005).

Observa-se também que as plantas possuem outros mecanismos de defesa eficientes
na defesa contra fitopatdgenos que aparentemente, permanecem inativos ou latentes, os quais
sd0 acionados ou ativados apds serem expostos aos agentes de inducdo (BONALDO;
PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005). Esses mecanismos sdo geneticamente determinados e sua
efetividade mostra-se dependente da expressdo dos mesmos no momento certo, magnitude
adequada e em uma sequéncia logica, ap6s o contato do patdgeno com o hospedeiro
(STADNIK, 2000).

A inducdo de resisténcia (IR) resulta da interacdo de uma planta com um adequado
agente indutor. Entretanto, em todos 0s casos, a intera¢cdo com o agente indutor ou eliciador
resulta na expressao de defesas e no priming (pré-condicionamento) dos tecidos sadios, para
responder rapidamente a infeccdo (HAMMERSCHMIDT, 2007), aumentando a capacidade
de defesa da planta contra um amplo espectro de patdgenos, como: fungos, bactérias e virus
(VAN LOON; BAKKER; PIETERSE, 1998).

A indugdo de resisténcia &€ um processo dinamico, baseado em barreiras estruturais e
bioguimicas da planta, induzidas por inoculacdo prévia ou concomitante com um indutor. Os
indutores podem ser microrganismos saprofiticos, metabdlitos microbianos, extratos de
plantas e/ou agentes quimicos (MANANDHAR et al., 1998).

O estado induzido da resisténcia é demonstrado por um aumento na sintese de

produtos de defesa vegetal, tais como: proteinas relacionadas a patogénese (quitinases,
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glucanases, peroxidases), fitoalexinas e compostos sinalizadores (HEIL; BOSTOCK, 2002).
Sua sintese e acimulo possuem carater de resposta ativa e sisttmica em caso de resisténcia
induzida (VAN LOON, 1985).

As substancias sintetizadas pelas plantas em resposta aos seus mecanismos de
resisténcia podem se acumular nos espacos intercelulares, onde teriam uma acéo direta sobre
0s patdgenos e também nos vacuolos, onde teriam acdo apOs eventos de patogénese que
culminam com a descompartimentalizacdo destas substancias (AGNELLI, 2011).

Os mecanismos de resisténcia das plantas sdo divididos em duas categorias:
mecanismos de defesa pré e pos-formados. Estes sdo subdivididos ainda em mecanismos que
podem ser estruturais, atuando como barreiras fisicas ou bioguimicas, que compreendem a
producdo de substancias toxicas ao patdgeno ou entdo, criando condi¢Bes desfavoraveis para
seu crescimento na planta (MAZARO, 2007).

Os mecanismos de defesa pré-formados sdo os que estdo na planta antes da mesma
entrar em contato com o patdgeno, por exemplos: cuticula, tricomas, fibras vasculares e
adaptacdes nos estbmatos. As substancias quimicas como fendis, alcaloides, lactonas
insaturadas, glicosidios fendlicos e cianogénicos, inibidores proteicos, quitinases e [-1,3
glucanases também pertencem a classe dos pré-formados (STANGARLIN et al., 2011).

Os mecanismos de defesa pos-formados sdo produzidos ou ativados pela presenca do
patdgeno, estando estes ausentes ou em baixos niveis antes da infeccdo. Exemplos deste tipo
de mecanismo sdo a formacao de papilas, halos, lignificacdo, camada de cortica, formagao de
tilose, deposicdo de goma, compostos bioquimicos como fitoalexinas, proteinas relacionadas
a patogénese e especies reativas de oxigénio (PASCHOLATI, 2011).

A combinacdo de caracteristicas de defesa estruturais e bioquimicas que as plantas
utilizam contra os patdgenos diferem nas distintas interacfes patdgeno-hospedeiro. Tratando-
se dos mesmos patdgenos e planta hospedeira, as combinag¢Ges variam com a idade, o tipo de
6rgdo e de tecidos atacados e o estado nutricional da planta, assim como das combinacdes
ambientais (AGRIQOS, 2005).

3.4.1. Fitoalexinas

A inducdo de fitoalexinas esta entre os fatores de resisténcia mais eficientes, pois

ocasiona morte repentina de celulas da planta ao redor dos sitios de infeccgdo (HAMMOND-

KOSACK; JONES, 1996) sendo esta produzida localmente, ou seja, sua sintese ocorre nas



18

células infectadas e nas celulas sadias adjacentes ao local danificado e/ou por células
necrosadas em resposta aos materiais que se difundem das células danificadas. No entanto,
estas substancias ndo sdo produzidas durante infeccbes biotroficas (HARBORNE, 1982;
AGRIQS, 2004).

Todas as fitoalexinas sdo metabdlitos secundarios derivados predominantemente de
duas vias biossintéticas: a via dos fenilpropanoides, que leva a sintese de flavondides,
isoflavonoides, diidrofenantrenos e estilbenos e a via do poliacetato, a qual da origem aos
terpendides, poliacetilenos e isocumarinas (INGHAM, 1981), podendo acumular-se até niveis
suficientes para limitar o crescimento do patégeno sendo também, tdxicas para protoplastos
(células vegetais sem parede celular), células animais, bactérias e fungos, as quais possuem
acdo direta sobre o agressor e/ou indireta, causando a morte do tecido infectado, gerando a
lesdo tipica da Reacdo de Hipersensibilidade (HR) (DEFFUNE, 2001).

As fitoalexinas sdo consideradas substancias antimicrobianas, as quais ndo estdo
presentes nas plantas antes da infeccdo (YAMADA, 2004) porém, seu teor ¢ aumentado como
resposta da acdo de microrganismos e/ou de agentes fisicos e quimicos, como resultado da
sintese de novo de enzimas ou da ativacdo de um sistema enzimatico latente (STOESSL,
1976). Seu modo de acdo sobre fungos inclui granulacéo citoplasmatica, desorganizacdo dos
contetdos celulares, ruptura da membrana plasmatica e inibicdo de enzimas fungicas,
refletindo na inibicdo da germinacéo e na elongacéo do tubo germinativo e na reducdo ou na
inibicdo do crescimento micelial (CAVALCANTI et al., 2005).

Algumas das fitoalexinas melhor estudadas incluem a faseolina em feijdo, pisatina em
ervilha, gliceolina em soja, alfafa e trevo, rishitina em batata, gossypol em algodao e capsidiol
em pimentdo (Agrios, 2004) e as fitoalexinas flavonoides da classe das 3-deoxiantocianidinas
em sorgo (LOPES, 1993).

A producgdo de fitoalexina é estimulada no hospedeiro pela presenca de certas
substancias do patégeno chamadas elicitores. A maioria destes elicitores sdo geralmente
substancias de alto peso molecular que sdo constituintes de parede celular dos fungos, tais
como glucanas, quitosanas, glicoproteinas e polissacarideos. Muitos destes elicitores ndo sdo
especificos, ou seja, eles estdo presentes tanto em ragas compativeis como incompativeis do
patdgeno e induzem acumulacdo de fitoalexina independente da cultivar de planta. Porém,
outros elicitores de fitoalexinas sdo especificos e causam a acumulacdo de fitoalexinas em
certas cultivares compativeis e cultivares incompativeis paralelas do mesmo modo que as

racas de patogenos préprias destas cultivares (TEIXEIRA, 2011).
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3.4.2. Polifenoloxidases (E.C. 1.10.3.1)

As polifenoloxidases (PFO) sdo enzimas que estdo amplamente distribuidas em
plantas, varias espécies de bactérias, fungos e algas (FLURKEY, 1989), sendo que o nome
polifenoloxidase significa “catalisadora da oxidagdo de diversos fenois” (SOUZA, 2009). Nas
plantas geralmente estdo distribuidas em toda sua estrutura, podendo haver variacdo na
concentracdo de acordo com o Orgao/tecido, espécie ou cultivar do vegetal (MAYER,;
HAREL, 1979), permanecendo na maior parte, inativa no meio intracelular, mantendo-se
compartimentalizada dentro dos tilacoides dos cloroplastos e nos vacuolos. Outra parte, em
menor quantidade, pode ser encontrada na regido extracelular da parede (VAUGHN; LAX;
DUKE, 1988).

Estas enzimas tornam-se ativas quando liberadas na membrana dos tilacdides devido
ao rompimento causado por dano, senescéncia, ataque de insetos ou patogenos (MAYER;
HAREL, 1991) e, estando envolvida em processos de oxi-reducdo (MAYER, 1987)
promovem a hidroxilacdo de monohidroxifenol para o-hidroxifenol e a desidrogenacéo deste
composto, formando o-quinonas, as quais sofreram polimerizacdo nao-enzimatica com
aminoacidos ou proteinas formando, por sua vez, pigmentos marrom, vermelho e preto,
responsaveis pelo escurecimento dos tecidos (UNDERHILL; CRITCHLEY, 1995).

Quando ativadas, estas enzimas também realizam a oxidagéo do &cido clorogénico, em
que a reativacdo da clorogenoquinona podera limitar o desenvolvimento dos patdégenos por
acelerar a taxa de morte celular préxima ao sitio de infeccdo, podendo gerar um ambiente
toxico ao invasor (PETER, 1989). Podem atuar também reduzindo a biodisponibilidade de
proteinas para o patdgeno, desencadeando a formacdo de barreiras fendlicas na parede celular
(LI; STEFFENS, 2002).

De acordo com Sanchez et al. (2000), a atividade desta enzima pode ser aumentada ou
inibida em algumas plantas por estresse como injdria, toxicidade de nitrogénio e ataque de
patdgenos. Assim sendo, a atividade da polifenoloxidase é elevada em tecidos infectados e
apresenta grande importancia, pois esta envolvida nos mecanismos de defesa e na senescéncia
das plantas (AGRIOS, 2005). Esta enzima também tem sido atribuida um grande namero de
processos celulares, que inclui a defesa contra pragas e patdgenos, controle dos niveis de
oxigénio no cloroplasto, sintese de compostos fendlicos e cicatrizacdo de danos (MAYER,
1987).

Através do aumento da atividade da PFO, varios autores comprovam a eficiéncia desta
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no processo de inducdo de resisténcia em plantas. Liu et al. (2005), em tratamento poés-
colheita de frutos de péssego com acibenzolar-S-metil (ASM) observaram uma reducédo da
severidade de Penicilium expansum em 50%. Em estudos realizados por Itako et al. (2012)
estes verificaram que houve incremente na atividade da PFO em folhas de tomateiro nédo
inoculadas com a bactéria Xanthomonas perforans apoOs aplicacdo de Piraclostrobina

juntamente com ASM.

3.4.3. Fenilalanina aménia-liase (E.C. 4.3.1.5)

Trata-se de uma enzima tetramérica composta por quatro subunidades diferentes, a
qual apresenta a funcdo de catalizar a eliminacdo nao oxidativa da aménia da L-fenilalanina,
transformando-a em &cido trans-cindmico, sendo este o primeiro produto formado na rota
biossintética dos fenilpropandides em plantas superiores (JONES, 1984; RITTER;
SCHULTZ, 2004), sendo considera também o ponto de ramificacdo entre o metabolismo
primario (via do acido chiquimico) e secundario (HERRMANN; WEAVER, 1999).

O acido trans-cinamico € precursor de muitos compostos fenilpropandéides, os quais
desempenham funcdes essenciais nas plantas (RITTER; SCHULTZ, 2004). Este acido origina
varios fenilpropandides simples, como os acidos p-cumarico, caféico, feralico, sinaptico que
estdo presentes em altas concentracfes no interior de células vegetais, na forma conjugada
com agUcares, associados a carboidratos presentes na parede celular ou associados a acidos
orgadnicos, que por sua vez, estdo envolvidos na biossintese de lignina, compostos
antioxidantes, fitoanticipinas, compostos fendlicos antinutritivos (DIXON; PAIVA, 1995),
pigmentos como as antocianinas (HOLTON; CARNISH, 1995) e &cido salicilico, conferindo
desta forma maior resisténcia a parede celular e sinalizacdo em respostas de defesa dos
vegetais (GERASIMOVA et al., 2005).

Picoli et al., (2010) abordam que o estimulo & producdo de etileno tem entre outras
consequéncias a ativacdo do metabolismo fenilpropanoide dos vegetais, principalmente em
funcdo do aumento da atividade de enzimas deste metabolismo, sobretudo da fenilalanina
amonia-liase. Assim, diversos estudos demonstram que a atividade da fenilalanina amonia-
liase aumenta em resposta a diferentes tipos de estresse, especialmente ao estresse térmico,
sendo considerada por muitos autores como “proteina do estresse”, relacionando-se com
desenvolvimento de mecanismos de protecdo e adaptacdo de plantas a situacBes adversas
(CHAKRABORTY et al., 2001).



21

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local do experimento

Os testes in vitro foram realizados no Laboratorio de Fitopatologia da Universidade
Estadual do Centro-Oeste do Parana — UNICENTRO, Guarapuava-PR.

Os experimentos a campo foram realizados no ano agricola de 2016/2017 em duas
localidades, ambas possuindo a classificacdo do clima do tipo Cfb (Clima subtropical imido)
mesotérmico, com verdes frescos e sem estacdo seca definida, segundo a classificacdo de
Koppen (WREGE et al., 2011; IAPAR, 2016), nos quais utilizou-se a cultivar de trigo TBIO
Toruk. Um experimento foi conduzido em uma propriedade rural no municipio de Virmond -
PR, com latitude de 25°37° S, longitude de 52°20° W e altitude de 713 metros. Neste
experimento a semeadura do trigo foi realizada em 06/06/2016. A densidade de semeadura foi
de 315 sementes vidveis m? , equivalente & aproximadamente 105 kg de sementes ha™, com
espacamento entre linhas de 0,17m. Foram utilizados 250 kg ha™ de NPK da férmula
comercial 10-30-20, de acordo com a analise de solo e exigéncia da cultura, distribuindo-se
no sulco de semeadura. Também foi realizada adubacdo nitrogenada de cobertura no estadio
de perfilhamento, com 130 kg ha™ de ureia.

O segundo experimento de campo foi na area experimental do Departamento de
Agronomia da Universidade Estadual do Centro-Oeste — UNICENTRO, localizada no
municipio de Guarapuava — PR, com latitude 25°41” S, longitude 51°38° W e altitude de
aproximadamente 1120 metros. A semeadura foi realizada no dia 20/07/2016, sendo utilizado
aproximadamente 120 kg de sementes ha™, com espacamento entre linhas de 0,17m. Foram
utilizados 300 kg ha™ de NPK da férmula comercial 10-30-20, de acordo com a analise de
solo e exigéncia da cultura, distribuindo-se no sulco de semeadura. A adubacéo nitrogenada

de cobertura foi realizada no estadio de perfilhamento, também com 130 kg ha™ de ureia.

4.2. Testes in vitro

Nos testes in vitro, os seguintes experimentos foram realizados: teste de crescimento
micelial e de inducédo de fitoalexinas em sorgo, feijéo e soja. Os tratamentos utilizados foram:
SiO,, B. subtilis; SiO, + B. subtilis; trifloxistrobina + tebuconazol; trifloxistrobina +

protioconazol e testemunha agua, sendo 0s mesmos usados no experimento & campo.
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4.2.1. Crescimento micelial

O indculo do fungo foi obtido a partir de isolados oriundos de Guarapuava, contidos
no Laboratério de Fitopatologia da Universidade Estadual do Centro Oeste do Parand, sendo
realizado testes de comparacédo de estrutura para confirmar a identificacéo.

Os produtos foram diluidos nas concentracGes recomendadas para pulverizacdo a
campo. Em seguida foram incorporadas em meio BDA (batata-dextrose-agar) e vertidos em
placas de Petri. No tratamento testemunha utilizou-se apenas o meio BDA. Aps6s o
resfriamento do meio de cultura, transferiu-se para o centro das placas, discos de micélio de
F. graminiarum medindo 12 mm de didmetro, retirados de coldnias puras com sete dias de
crescimento.

As placas de Petri foram incubadas em camara de crescimento tipo BOD a uma
temperatura de 25°C, com fotoperiodo de 12 horas (TEIXEIRA et al. (2001).

Para avaliacdo do crescimento micelial das col6nias fungicas foram realizadas
medigdes do crescimento radial da coldnia em dois eixos ortogonais com paquimetro digital,
sendo posteriormente calculada a média. As leituras foram realizadas a cada dois dias,
perdurando até o momento em que as colbnias da testemunha atingiram as bordas da placa
(STANGARLIN et al, 1999). A porcentagem de inibicdo do crescimento (PIC) do
fitopatogeno foi obtida por meio da formula: PIC = [(diametro da testemunha - diametro do
tratamento)/diametro da testemunha] x 100, para cada tratamento em relacao a testemunha.

O delineamento do experimento foi o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC),
com cinco tratamentos e cinco repeticdes, sendo que a unidade experimental foi uma placa de
Petri.

4.2.2. Indugéo de Fitoalexina em soja

Para verificar a indugéo de fitoalexinas em soja foi a metodologia proposta por Zeigler
e Pontzen (1982). As sementes de soja [Glycine max (L.) Merril], cultivar TMG 7062 foram
semeadas em areia esterilizada e mantidas em casa-de-vegetacdo. Ap0Os nove dias, 0S
cotilédones foram destacados, lavados em agua destilada, secos e cortados em seccdo de
aproximadamente 1 mm de espessura e 6 mm de didmetro a partir da superficie inferior do

cotilédone.
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Foram depositados cinco cotilédones por placa de Petri com papel de filtro esterilizado
e umedecido, sendo cada repeticdo composta por uma placa, onde cada cotilédone recebeu 40
UL de cada tratamento a ser testado. As placas foram mantidas a 25°C no escuro por 20 horas
e, apos esse periodo, os cotilédones foram transferidos para um erlenmeyer contendo 15 mL
de agua destilada esterilizada e mantidos em agitacdo por uma hora para a extracdo das
fitoalexinas. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 285 nm.

O delineamento do experimento foi o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC),
com sete tratamentos e cinco repeticdes, sendo: T1 - Testemunha agua; T2 - trifloxistrobina +
protioconazol; T3 - B. subtilis; T4 - trifloxistrobina + tebuconazol; T5 - SiO,; T6 - Quitosana
(tratamento positivo) e T7 - SiO, + B. subtilis. A unidade experimental foi uma placa de Petri

contendo cinco cotilédones.

4.2.3. Inducéo de Fitoalexina em feijéao

Para a determinacdo da fitoalexina faseolina do feijoeiro utilizou-se a metodologia de
Dixon et al. (1983), com algumas modificacGes. Sementes de feijao da variedade IPR -Tuiuiu
foram desinfestadas em solugdo de hipoclorito de sodio 1% por 5 minutos. Apos, foram
lavadas em agua destilada estéril, semeadas em areia esterilizada por autoclavagem (120 °C
por uma hora a 1 atm) e mantidas no escuro a 24 °C durante nove dias. Apds nove dias,
segmentos de hipocétilos estiolados com 5 cm foram destacados das plantulas, lavados em
agua estéril e mantidos sobre papel absorvente por 30 minutos. Quatro segmentos de
hipocdtilo (aproximadamente 1 g) foram pesados e colocados em cada placa de Petri contendo
papel germiteste umedecido com agua destilada estéril. Os tratamentos nas respectivas
concentragfes foram pulverizados sobre os hipocdtilos. Este ensaio teve como testemunha
agua destilada.

As placas de Petri foram mantidas a 24°C em escuro por 48 h. Depois desse periodo,
os hipocatilos foram transferidos para tubos de ensaio com 10 mL de alcool 70%, mantidos a
4°C por 48 horas, e agitados por uma hora para extracdo da fitoalexina. O teor de faseolina foi
mensurado indiretamente em espectrofotdbmetro a 280 nm (BAILEY; BURDEN, 1983).

O delineamento do experimento foi o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC),
com sete tratamentos e cinco repeticdes, sendo: T1 - Testemunha agua; T2 - trifloxistrobina +
protioconazol; T3 - B. subtilis; T4 - trifloxistrobina + tebuconazol; T5 - SiO,; T6 - Quitosana

(tratamento positivo) e T7 - SiO, + B. subtilis. A unidade experimental foi uma placa de Petri
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contendo quatro segmentos de hipocatilo.

4.2.4. Inducdo de Fitoalexina em sorgo

Sementes de sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] foram desinfestadas
superficialmente com hipoclorito de sddio 1% por 15 minutos, lavadas em &gua destilada e
entdo embebidas em agua destilada a temperatura ambiente por seis horas. Posteriormente,
foram enroladas entre folhas de papel germiteste umedecidas e incubadas no escuro por
quatro dias a temperatura de 28 °C. Ap0s este periodo, as plantulas foram mantidas por quatro
horas na luz, visando paralisar a elongagdo dos mesocoétilos (NICHOLSON et al., 1987).

Os mesocatilos obtidos foram excisados 0,5 cm acima do no escutelar e colocados em
tubos de ensaio (trés mesocétilos/tubo) contendo uma aliquota de 1 mL de cada tratamento.
Os tubos de ensaio foram mantidos em camara Umida utilizando bandejas e sacos plasticos e
mantidos na sala de crescimento a 25 °C sob luz fluorescente (WULFF; PASCHOLAT,
1999). Apo6s 60 h, os mesocétilos foram secos e 0s cinco milimetros basais de cada
mesocOtilo foram excisados e descartados. A porcdo superior (2,5 cm), excetuando-se as
folhas foram pesadas, cortadas em pequenos segmentos e colocadas em tubos para
microcentrifuga contendo 1,4 mL de metanol 80% acidificado (0,1% HCI; v/v). Os
mesocOtilos cortados foram mantidos a 4°C no metanol por 96 h para extracdo dos pigmentos
e a absorbancia foi determinada em espectrofotémetro a 480 nm (NICHOLSON et al., 1987).

O delineamento do experimento foi o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC),
com sete tratamentos e cinco repeticdes, sendo: T1 - Testemunha agua; T2 - trifloxistrobina +
protioconazol; T3 - B. subtilis; T4 - trifloxistrobina + tebuconazol; T5 - SiO,; T6 - Quitosana
(tratamento positivo) e T7 - SiO, + B. subtilis. A unidade experimental foi um tubo de

Eppendorf contendo trés mesocotilos.

4.3. Experimento a campo

O delineamento dos experimentos foi em Blocos Casualizados (DBC), com cinco
tratamentos e quatro repeticdes. As unidades experimentais constaram de parcelas de 10
linhas de semeadura com 3 m de comprimento e 1,7 m de largura. Sendo considerado como

area util 2 m de comprimento por 1,10 m de largura.
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Nas duas localidades, as aplica¢bes dos produtos foram feitas com pulverizador costal
manual, sendo os tratamentos: T1 — SiOy; T2 — B. subtilis; T3 - SiO, + B. subtilis; T4 —
trifloxistrobina + protioconazol/trifloxistrobina + tebuconazol; T5 — Testemunha, nos estadios

de perfilhamento, alongacdo, emborrachamento e floracéo da cultura conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Tratamentos e estadios de aplicacao utilizados nos experimentos a campo.

Trat./estadios Perfilhamento Alongacdo Emborrachamento Floracéo

fenologicos
1 Sio2 Si02 Sio2 Sio2
2 B. subtilis B. subtilis B. subtilis B. subtilis
3 SiO2 + B. subtilis ~ SiO + B. subtilis SiO2 + B. subtilis SiO2+ B. subtilis
4 Trifloxistrobina +  Trifloxistrobina + Trifloxistrobina + Trifloxistrobina +
Protioconazol Tebuconazol Protioconazol Tebuconazol
5 Testemunha Testemunha Testemunha Testemunha

O produto utilizado no controle bioldgico foi o Serenade® (Bacillus subtilis linhagem
QST 713) na dose de 41,04 g.i.a ha (minimo de 1 x 10° UFC g* de ativo). Para o controle
quimico foram utilizados o Fox® (mistura de trifloxistrobina + protioconazol na dose de 87,5
g.i.a. e 75 g.i.a. ha) e Nativo® (mistura de trifloxistrobina + tebuconazol na dose de 70 g.i.a
e 140 g.i.a. ha™) segundo recomendacdes calendarizadas dos fabricantes. A fonte de didxido
de silicio utilizada foi o Agrisil® (98% de SiO,), na dose de 0,3 kg ha™. A testemunha foi sem
aplicacdo de tratamento.

Foram avaliados os parametros epidemioldgicos, morfolégicos e bioquimicos da

cultura do trigo.

4.3.1. Incidéncia, severidade de doencas

Para obtencdo dos dados de incidéncia e severidade, e por sua vez, a Area Abaixo da
Curva de Progresso da Doenca (AACPD) da mancha-amarela e da giberela na cultura do
trigo, foram feitas seis avaliagOes, realizadas semanalmente a partir do perfilhamento.

A incidéncia da mancha-amarela foi obtida pelo percentual de folhas com sintomas
avaliando-se 100 folhas em um metro do centro da parcela. Enquanto que a incidéncia de

giberela sobre as espigas de trigo foi determinada contando-se 30 espigas do centro de cada
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parcela. Para a determinacdo da porcentagem de incidéncia para ambas as doencas, utilizou-se
a Equacdo 1 (DEUNER et al., 2015).

INC (%) = [NFL/NTFA] * 100 Equacio 1.

Na qual:
INC — Incidéncia
NFL — Numero de espigas/folhas lesionadas

NTFA — Numero total de espigas/folhas avaliadas

A severidade da mancha-amarela foi quantificada utilizando-se a escala diagramatica
de septoriose em trigo proposta por Azevedo (1997), adaptada. Utilizaram-se para tanto, 100
folhas em um metro do centro da parcela.

A severidade da giberela foi determinada contando-se o numero de espiguetas
infectadas por espiga num total de 30 espigas do centro de cada parcela. Os dados de
severidade foram expressos em porcentagem, obtidos do nimero médio de espiguetas
gibereladas em fungdo do nimero médio de espiguetas por espiga, considerando 100% o total
de espiguetas da espiga (DEUNER et al., 2015).

Com os dados obtidos da incidéncia e severidade da mancha-amarela e da giberela no
trigo, foi determinada a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), calculado

pela equacdo de integracao trapezoidal (Equacéo 2), descrita em Campbell e Madden (1990).
AACPD = X [(yi + yit1)/2] x (ti+1 —ti) Equacéo 2.

Na qual:

yi = severidade/incidéncia inicial da doenca

yi+1 = severidade/incidéncia final da doenca

ti+1 - ti = intervalo de tempo entre as leituras inicial e final

4.3.2. Avaliacbes morfologicas

Nas avaliagbes morfoldgicas foram determinados o nimero de perfilhos, altura de
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plantas, acamamento, data de florescimento, numero de espiguetas por espiga, comprimento
da espiga, nimero de graos por espiga, peso hectolitro (PH), peso de mil graos, producdo kg
ha.

As avaliacOes para a variavel numero de perfilhos (NP) foram realizadas em duas
épocas distintas, aos 50 dias apds emergéncia (DAE) e no florescimento (90 DAE). Esta
variavel foi determinada pela contagem de perfilhos em um metro de duas linhas centrais de
cada parcela nas duas épocas de avaliacdo, em que a Ultima contagem foi somente de
perfilhos férteis (NAF) (SCHEEREN, 1984; VALERIO et al., 2008).

A altura de plantas foi medida no estadio de maturacdo das plantas com o auxilio de
uma régua graduada, e foi definida como sendo a distancia (cm) do nivel do solo ao apice das
espigas, excluindo-se as aristas, medindo-se 10 plantas ao acaso e representativas da area Gtil
de cada parcela. O acamamento foi obtido pela percentagem de plantas acamadas por metro
linear de cada parcela (SHEEREN, 1984).

Para os componentes do rendimento foi avaliada a data de florescimento, namero de
grdos por espiga (NGE), nUmero de espiguetas por espiga, comprimento da espiga e o nUmero
de grdos por espiga. Estes dados foram obtidos pela média das determinac@es realizadas em
10 espigas coletadas ao acaso nas linhas centrais de cada parcela. O peso de mil gréos foi
estabelecido por meio do valor da pesagem de 250 grdos multiplicados por quatro, em que a
umidade foi ajustada & 13% de umidade para o célculo da produtividade final em kg ha™
(FIALLOS et al., 2011) e, para estimar o peso do hectolitro, foi retirada uma amostra de 250
mL de cada parcela e pesada.

Biomassa seca de plantas, nimero de espiguetas por espiga, altura de plantas,
comprimento de espigas foram avaliadas no estadio de grdo leitoso da cultura. Para
determinacdo da biomassa seca de plantas de trigo, coletou-se 25 plantas ao acaso, em um
metro de duas linhas no centro da area util das parcelas, sendo levadas para secagem em
estufa de ventilacdo forcada, a temperatura de 65°C, até atingirem peso constante (MELERO
etal., 2013).

A data de florescimento foi estabelecida quando mais de 50 % das plantas emitiram
estruturas reprodutivas (anteras).

O comprimento da espiga foi determinado e classificado de acordo com Scheeren
(1984) com algumas adaptacbes. Foram retiradas as espiguetas do colmo principal de 10
plantas de cada parcela e foi medido total da raquis (mm), calculando-se a seguir a média. A
classificacdo foi a seguinte: Espigas curtas — média < 75 mm; espigas semicurtas — média >

75 mm e < 85 mm; espigas semilongas — médias > 85 mm e < 95 mm e espigas longas —
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média > 95 mm.

4.3.3. Analises bioquimicas

Para as analises bioquimicas foram realizadas coletas de folhas de plantas do centro de
cada parcela (aproximadamente 1g) 24 horas antes da segunda aplicacdo e 24 horas ap0s a
quarta aplicacdo dos tratamentos. Foram feitas analises do conteddo de proteinas totais e das
enzimas Polifenoloxidase (PPO - E.C. 1.10.3.1) e Fenilalanina aménia-liase (FAL - E.C.
43.1.5).

O contetdo de proteinas totais foi determinado pelo método de Bradford (1976). Para
isso, foram homogeneizados 600 puL de tampdo fosfato 0,01 M (pH 6,0), 200 uL do extrato
enzimatico e 200 pL de reagente de Bradford (250 mg de corante Coomassie Brilhant Blue G-
250, 125 mL de &cido fosforico (H3PO4) e 125 mL de &gua destilada). A determinacgdo do
conteddo de proteinas foi realizada pela leitura da absorbdncia a 595 nm em
espectrofotdmetro. Cada amostra foi formada por trés réplicas. A cubeta de referéncia foi
constituida de 800 pL de tampao fosfato 0,01 M (pH 6,0) e 200 uL do reagente. A
absorbancia foi plotada em curva padrdo para proteina. Os resultados foram expressos em mg
proteina™® mL amostra™.

A atividade da polifenoloxidase (E.C. 1.10.3.1) foi determinada conforme a
metodologia proposta por Duangmal e Apenten (1999). O ensaio constituiu em mensurar a
oxidacao do catecol convertido em quinona, reacdo esta mediada pela enzima em estudo. Para
tanto, o substrato para enzima foi composto por catecol, na concentracdo de 20 mM,
dissolvido em tampdo fosfato de potassio 100 mM (pH 6,8). A reacdo foi conduzida
misturando-se 900 pL do substrato e 100 puL do extrato enzimatico seguida de leituras em
espectrofotémetro, a 420 nm. As leituras foram realizadas de forma direta por um periodo de
dois minutos. O diferencial entre a ultima e a primeira leitura foi utilizado para a
determinacio da atividade. Os resultados foram expressos em A de ABS min™ mg proteina™.

A atividade de fenilalanina aménia-liase (E.C. 4.3.1.5) foi determinada pela
quantificacdo calorimétrica do &cido trans-cinamico liberado pelo substrato fenilalanina, de
acordo com a metodologia descrita por Umesha (2006). A mistura da reacdo foi incubada a 40
°C por duas horas, e esta continha 100 uL do extrato enzimatico acrescidos de 400 uL de
tampao Tris-HC1 0,025 M (pH 8,8) e 500 uL de solucdo de L-fenilalanina 0,05 M (825,9 mg
diluido em 100 mL de tampdo Tris-HCL 0,025 M (pH 8,8)). Ao final desse periodo foi
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adicionado 60 plL. de HCl 5 M para cessar a reagdo, seguindo-se a leitura em
espectrofotdmetro a 290 nm. A atividade de fenilalanina aménia-liase consistiu da diferenca
entre a absorbancia da mistura contendo amostra e do controle (100 uL de extrato enzimatico
e 900 uL de tampao Tris-HCI 0,025 M (pH 8,8)), a qual foi plotada em curva padrdo para

4cido trans-cinamico e expressa em UABS min.™ mg proteina™.

4.4. Andlise estatistica

Os resultados obtidos em todos os testes foram submetidos a analise de variancia pelo
teste F e quando significativas a anélise de comparacdo de médias pelo teste Scott-Knott ao
nivel de 5% de significAncia. As andlises foram realizadas com auxilio do sistema

computacional SISVAR (FERREIRA, 2011).



30

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Resultados in vitro

No experimento in vitro para o crescimento micelial do patdgeno, observou-se que 0s
tratamentos com SiO, + B. subtilis; B. subtilis; SiO, e testemunha proporcionaram
crescimento micelial de 43,38%, 61,45%, 91,22% e 90,03%, respectivamente (Figura 2), em
que Leelasuphakul, Hemmane e Chuenchitt (2008) alegam que o antagonismo direto exercido
pelo B. subtilis contra fitopatdgenos tem o envolvimento dos conhecidos mecanismos de
antibiose, com a sintese de substncias antimicrobianas e a competicdo por espaco e
nutrientes e a sintese de compostos volateis.

Os tratamentos a base de moléculas quimicas (trifloxistrobina + protioconazol e
trifloxistrobina + tebuconazol), proporcionaram resultado superior em relacdo aos outros
tratamentos in vitro, em que inibiram em 100% o crescimento micelial do fitopatégeno
(Figura 2).
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Figura 2. Crescimento micelial de Fusarium graminearum submetidos aos tratamentos. Letras iguais ndo
diferem-se entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

O efeito supressor do crescimento micelial de F. graminiarum ocasionado pelo B.
subtilis também pode estar relacionado com a sintese de enzimas, como as quitinases e outras,
que podem ter acdo contra a parede celular fungica, pois algumas bactérias antagonistas de

fungos fitopatogénicos podem produzir estas enzimas (MAVINGUI; HEULIN, 1994).
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Avaliando-se a eficiéncia de estirpes de B. subtilis no controle de F. solani, F.
sporotrichois e F. oxysporum, patégenos da sementes de cana-de-acUcar, foi verificado que
B. subtilis reduziu de 50 a 60% o desenvolvimento do micélio do fungo em comparacdo ao
controle através da exposi¢do do patdgeno aos metabolitos produzidos pela bactéria (VILLA
et al., 2007). Testes realizados por Yuan et al. (2012) avaliaram a acdo fungistatica e inibidora
de germinacdo de esporos, de compostos volateis produzidos por B. amyloliquefaciens NJN-6
sobre F. oxysporum f. sp. cubense.

O efeito fungistatico de metabolitos ndo volateis produzidos por estirpe de B.
amylolinquefaciens sobre F. oxysporum f. sp. spinaciae in vitro, fazendo-se ainda o
isolamento e identificacdo dos lipopeptideos presentes nesses metabolitos através da
espectrometria de massa e posteriormente testando seus efeitos sobre o patégeno foi
verificado por Zhao et al. (2013). Os mesmos verificaram que o lipopeptideo ‘fengycin’
possui acdo sobre a seletividade da membrana flngica, ocasionando também, mudancas
morfologicas da estirpe de F. oxysporum f. sp. spinaciae e inibicdo da germinagdo dos
esporos, sugerindo-se que fengycin produzido por B. amyloliquefaciens atua pelo menos
como agente fungistatico sobre o patdgeno em estudo.

Quanto ao tratamento com SiO, ndo promoveu efeito significativo, o que era
esperado, ja& que o Si ndo possui agdo direta contra fitopatdgenos, assim sendo, o F.
graminearum pode ter utilizado-o como nutriente (Figura 3). Contudo Brancaglione et al.
(2009) verificaram que a argila silicatada inibiu, em meio de cultura, 100% o crescimento
bacteriano, em todas as concentracdes empregadas (0,5 a 2%), confirmando o efeito positivo

de controle do produto sobre as bactérias.
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Figura 3. Avaliagdo do crescimento micelial de F. gaminearum in vitro, no qual os tratamentos foram:
testemunha (a), SiO, (b), B. subtilis (c), SiO, + B. subtilis (d), trifloxistrobina + protioconazol () e

trifloxistrobina + tebuconazol (f).

De acordo com Fuga, Goncalves e Cunha (2011), mesmo obtendo bons resultados de
antagonismo in vitro, estes nem sempre sdo garantias de eficiéncia em programas de manejo,
ja que, a eficacia dos antagonistas in vivo podem ser insuficientes perante uma série de
fatores, uma vez que as condicGes em laboratério sdo controladas de forma que o isolado
apresente maximo desempenho.

Na inducdo da fitoalexina gliseolina em cotilédones de soja com SiO,, verificou-se
que o tratamento proporcionou resultado superior aos demais tratamentos (ABS de 0,222 nm
pesol) e inferior apenas, ao tratamento com quitosana, a qual expressou resultado mais
significativo, com ABS de 0,264 nm peso™, diferindo-se do demais tratamentos pelo teste
Scott-Knott (P<0,05) (Figura 4). Este resultado demonstra o efeito indutor de resisténcia em
plantas que o SiO, possui, sendo importante no manejo integrado de doencas, pois como
abordam Gouvea et al. (2011), a gliceolina é um pterocarpanoide (flavonoide), molécula
importante para a defesa desta leguminosa contra fitopatdgenos, causando a inibicdo da
ativacdo de enzimas fungicas, granulacdo citoplasmatica, desorganizacdo dos contelidos
celulares e ruptura da membrana plasmatica.

A associacdo de SiO, + B. subtilis apresentou reducdo na inducdo da sintese de
gliseolina (ABS de 0,126 nm peso™) em relacdo a testemunha (ABS de 0,182 nm peso™)
(Figura 4). Os demais tratamentos ndo diferiram-se entre si pelo teste de Scoot-Knott
(P<0,05), tendo ABS de 0,156; 0,174; 0,174; 0,182 nm peso™ para os tratamentos
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trifloxistrobina + protioconazol, B. subtilis, trifloxistrobina + tebuconazol, e testemunha agua,

respectivamente.
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Figura 4. Inducéo da sintese da fitoalexina gliseolina em cotilédones de soja submetidos aos tratamentos. Letras
iguais ndo diferem-se entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

Para a sintese da fitoalexina em hipocétilos de feijoeiro verificou-se que ndo houve

diferenca entre os tratamentos pelo teste de Scoot-Knott (P<0,05), (Figura 5).

0,2

0,1

0,05

Faseolina(ABS 280 nm peso-1)

L

I

1

Testemunha tirfloxistrobina +
protioconazol

B. subtilis

trifloxistrobina +
tebuconazol

Tratamentos

Sio2

Quitosana

Si02 + B. subtilis

Figura 5. Inducéo da sintese da fitoalexina faseolina em hipocétilos de feijdo submetidos aos tratamentos. Letras
iguais ndo diferem-se entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

Para o complexo de fitoalexinas do sorgo, verificou-se que os tratamentos com B.
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subtilis e SiO, + B. subtilis apresentaram maior inducdo quando comparado com a
testemunha, com resultado de ABS de 2,45 nm peso ™ e 4,26 nm peso™, respectivamente,
porém nao diferiram-se do tratamento quimico a base de trifloxistrobina + protioconazol
(ABS de 4,03 nm peso™). Os resultados observados foram inferiores ao tratamento positivo

com quitosana, a qual apresentou ABS de 7,97 nm peso™ (Figura 6).
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Figura 6. Inducdo da sintese de fitoalexinas em mesocétilos de sorgo submetidos aos tratamentos. Letras
minusculas iguais na coluna nao diferem-se entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

Na literatura ndo foram encontrados trabalhos com a utilizacdo de Si como elicitor de
fitoalexinas de soja, feijao e sorgo.

Entretanto, resultados positivos foram obtidos por Zanotti et al. (2009) trabalhando
com microrganismos, 0s quais tiveram por objetivo do trabalho avaliar o efeito da aplicacédo
de entomopatdgenos sobre a producdo de fitoalexinas com a utilizacdo de B. thuringiensis
(Dipel - dose recomendada 3,3 mL L™), e observaram que a bactéria induziu a producéo de
fitoalexina gliceolina em tecido de cotilédones de soja dependentemente da dosagem
utilizada.

Em experimentos com outros elicitores bioticos, no caso, extratos aquosos de Agaricus
blazei, Lentinula edodes e Pycnoporus sanguineus, Arruda et al. (2012) observaram que o
extrato de A. blazei na concentragdo de 10% foi o tratamento que induziu o maior acimulo de
fitoalexinas (gliceolinas) nos cotilédones da planta, sendo verificado para esse mesmo extrato,
acumulo a partir da concentracdo de 1%, enquanto que para os extratos com L. edodes e P.
sanguineus, a inducdo foi observada a partir de 2%. Ressaltam ainda que, a inducdo de

gliceolinas nos cotilédones de soja foi dose dependente, isto é, ocorreu maior acimulo dessa
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substancia com o aumento das concentracdes de cada extrato aquoso.

Avaliando o efeito de microrganismos na inducdo da producdo de fitoalexinas em
mesocOtilo de sorgo, Bonaldo (2005) verificou que preparacfes de Saccharomyces cerevisiae
(fermento biologico) autoclavadas sequencialmente por 1, 2, 3 e 4 horas (no total de 10
horas) induziram o acumulo de até dez vezes mais fitoalexinas do que preparacOes

autoclavadas por 4 horas, uma Unica vez.

5.2. Resultados fitotécnicos de campo

Tanto para 0 municipio de Virmond quanto para o municipio de Guarapuava foi
verificado no presente trabalho que ndo houve diferenca pelo teste Scott-Knott (P<0,05) entre
os tratamentos utilizados para as variaveis: namero de perfilhos aos 50 DAE, aos 90 DAE,
massa seca de plantas, nimero de espiguetas por espiga, altura de plantas e comprimento de
espigas (Tabela 2). Entretanto, o comprimento da espiga foi classificado como sendo espigas
semi-curtas, na qual a média ficou > 75 mm a < 85 mm, de acordo com Scheeren (1984). N&o
foi observado acamamento nas plantas de trigo em nenhuma das parcelas.

Com o propdsito de testar doses de Si, Lima Filho e Tsai (2007) testaram cinco doses
na forma de metassilicato de sddio (NaSiO.5H 0): 0, 10, 25, 50 e 100 mg litro™ em plantas de
trigo e aveia branca e verificaram efeito significativo do Si na producdo de matéria seca
vegetativa da parte aérea, das raizes e da altura das plantas de trigo, principalmente da cultivar
BR 40 em que, conforme aumentou-se a dose de Si na solugdo nutritiva, houve incremento
dos valores das variaveis acima citadas. O fornecimento de silicio na cultivar de trigo IPR 85
também propiciou aumento significativo no comprimento médio das espigas, abordam.
Quanto as respostas da aveia branca, os mesmos relatam que a adigdo de silicio ao substrato
ndo influenciou a altura nem o crescimento vegetativo da parte aérea ou das raizes.

O aumento na acumulacdo da matéria seca pode ser devido a inumeros fatores:
aumento na fotossintese, diminuicdo na respiragdo, aumento na translocacdo de
fotoassimilados para o local de incorporacdo, maior potencial de turgor, menor incidéncia de
doencas e pragas, menor taxa de senescéncia, melhor balango hormonal e menor ocorréncia
de temperaturas relacionadas ao decréscimo no potencial de producdo (JARRELL;
BEVERLY, 1981).

Para a variavel nimero de gréos por espigueta, houve diferenca entre os tratamentos

apenas para Virmond, em que o uso de B. subtilis e a associacdo de SiO, com B. subtilis
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proporcionaram valores de 3,26 e 3,24 grdos por espigueta, respectivamente, ndo diferindo-se
da testemunha (3,23). O melhor resultado foi obtido para o tratamento com fungicidas
quimicos, tendo este uma média de 3,35 grdos por espigueta. O tratamento a base de SiO; foi
inferior em relacdo a testemunha, com media de 3,13 grdos por espigueta. Ndo houve
diferenca para esta variavel em Guarapuava (Tabela 2).

Os resultados obtidos por Lima Filho e Tsai (2007) sdo contrarios aos do presente
trabalho, ja que os mesmos verificaram que o Si teve um efeito marcante no desenvolvimento
reprodutivo do trigo e da aveia branca, avaliado por meio da producdo de grdos por planta
(numero e massa) e massa individual das sementes.

Em relacdo a altura de plantas para o municipio de Virmond, os tratamentos
alternativos com SiO,, B. subtilis e sua associacdo no momento da aplicagdo ndo tiveram
diferenca pelo teste Scott-Knott (P<0,05) em relagdo ao tratamento com fungicidas
convencionais (Tabela 2). Porém, todos foram superiores a altura obtida na testemunha, a qual
diferiu-se dos demais tratamentos. Para a variavel analisada em questdo, ndo houve diferenga
entre os tratamentos no municipio de Guarapuava.

Para a massa de mil grdos, houve diferenca entre os tratamentos tanto para Virmond
quanto para Guarapuava. Em Virmond verificou-se que os tratamentos com a utilizacdo de
SiO,, B. subtilis, SiO; + B. subtilis foram inferiores ao tratamento com fungicidas quimicos,
no entanto, superiores aos resultados observados para a testemunha, com médias de 35,5,
35,1, 34,3, 37 e 32,22 gramas, respectivamente, (Tabela 2). Para Guarapuava os tratamentos
com SiOy, B. subtilis, SiO, + B. subtilis e trifloxistrobina + protioconazol/trifloxistrobina +
tebuconazol, ndo tiveram diferenga significativa entre si pelo teste Scott-Knott (P<0,05),
porém, estes tiveram diferenca em relacdo a testemunha, proporcionando incremento de
11,2%, 10,5%, 8,5% e 13,4% na varidvel em questio em relacdo a testemunha,
respectivamente, (Tabela 2).

Resultado de incremento do numero de grdos por planta e do peso individual destes
em relacdo a testemunha foi verificado por Lima Filho e Tsai (2007). Estes verificaram
aumento maximo para o numero de graos de 21%, 38% e 16% para as cultivares BR 18, BR
40 e IPR 85, respectivamente. Quanto ao peso individual médio das sementes, obtiveram
incremento de até 25%, 44% e 35% para as cultivares BR 18, BR 40 e IPR 85,
respectivamente. Informacgdes estas que ajudam a confirmar que o Si incrementa nos
caracteres agrondmicos diretamente relacionados ao aumento da produtividade da cultura,
portanto, sendo um elemento importante a se utilizar nos programas de nutricdo da cultura do

trigo.
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Tabela 2. Resultados fitotécnicos da cultura do trigo obtidos a campo para a localidade de
Virmond e Guarapuava.

Virmond
Variaveis Tratamentos Média Geral CV(%)
- Tl T2 T3 T4 5 - -
NP50 2,75a 2,38a 245a 246a 24a 2,49 7,83
NP90 2,85a 32la 315a 3,09a 3,18a 31 6,78
MS 226a 22,96 a 21,37a 21,84 a 2336 a 22,43 9,12
NEE 14,82 a 1455 a 14,82 a 1482 a 1465a 14,73 1,88
NGE 3,13a 3,26 b 3,24b 3,35¢ 3,23b 3,24 1,95
H 69,12 b 68,32 b 67,8b 67,55b 65,72 a 67,7 1,48
CE 7,77 a 7.6a 7,85a 7,8a 7,7a 7,74 2,82
PMS 355b 351b 34,3b 37¢c 3222a 34,82 2,01
P 3347,58a 3406,2a  3306,57a 3743,69b  3200,94a 3401 4,28
PH 71,12 a 71,25a 70,65 a 75,39b 68,82a 71,45 1,86
Guarapuava
NP50 317a 2,98a 315a 292 a 32la 3,09 7,95
NP0 3,75a 378a 384a 39la 4,14 a 3,88 7,79
MS 30,28a 3156a 30,31a 30,63 a 31,58a 30,87 6,75
NEE 15a 149a 1515a 15a 15a 15,01 1,32
NGE 325a 325a 322a 327a 325a 3,25 1,46
H 69,72a 70,17a 70,5a 69,62 a 70,05a 70,01 0,87
CE 8,12a 797 a 83a 7,97 a 8,05a 8,08 2,24
PMS 38,85b  386b 379b 396b 34,92a 37,97 2,79
P 4168,57a 411167a 395955a 46448a 3837,65a 414445 9,68
PH 73,56 b 72,96 b 72,24 b 774c 69,52 a 73,14 2,53

Médias seguidas pela mesma letra na linha, ndo diferem-se entre si pelo teste de Scott — Knott (P< 0,05). Sendo
T1 — SiO,; T2 — Bacillus subtilis; T3 - SiO, + B. subtilis; T4 — trifloxistrobina + protioconazol/trifloxistrobina +
tebuconazol; T5 — Testemunha. As variaveis analisadas foram: 1) Numero de perfilhos aos 50 dias apds a
emergéncia; 2) Namero de perfilhos aos 90 dias ap6s a emergéncia; 3) Massa seca (g); 4) Numero de espiguetas
por espiga; 5) NUmero de gréos por espigueta; 6) Altura de plantas na Antese (cm); 7) Comprimento de espiga
(cm); 8) Massa de mil gréos (g); 9) Produtividade (kg ha™); 10) Peso Hectolitro (PH).

Em estudos objetivando avaliar as alteragbes fotossintéticas de plantas de trigo

mediante aplicacdo de Si em condicbes de estresse hidrico, foi verificado que o elemento
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proporcionou aumento na taxa de CO, assimilavel pelas folhas mediante o estresse e aumento
da concentracdo das enzimas relacionadas ao estresse hidrico, diminuindo o impacto do
estresse pela planta (GONG et al., 2008).

Com relacdo a produtividade estimada de trigo, foi verificado diferenca entre os
tratamentos apenas para Virmond. Os tratamentos SiO,, B. subtilis, SiO, + B. subtilis e
testemunha n&o diferiram-se entre si pelo teste Scott-Knott (P<0,05). Kuhn (2007) estudando
o indutor B. cereus, verificou que este alterou muito pouco o metabolismo do feijoeiro, ndo
interferindo na produtividade, porém melhorou a qualidade da producao.

A melhor produtividade foi obtida com a utilizacdo de fungicidas quimicos
convencionais, 0s quais proporcionaram incremento de produtividade de 14,5% em relacédo a
testemunha (Tabela 2) para Virmond. Enquanto que, para Guarapuava ndo houve diferenca
para produtividade entre os tratamentos.

Resultados semelhantes foram obtidos por Freitas et al. (2011), que avaliaram o efeito
de doses (130, 260, 390 e 520 g ha™) e épocas (2, 5 e 8 folhas expandidas) de aplicacdo de
silicio, via foliar, nas caracteristicas agronémicas e na produtividade do milho, cultivado no
ano agricola 2007/2008. As variaveis analisadas foram altura das plantas, insercdo da primeira
espiga, diametro de colmo, indice de clorofila foliar, teor foliar de silicio, nimero de graos
por espiga, massa de 1000 gréos e produtividade de grdos. Verificaram que o Si aplicado via
foliar influenciou somente no teor foliar deste elemento, ndo interferindo de forma
significativa nas outras variaveis analisadas.

Para o peso hectolitro (PH), foi observado diferenca entre os tratamentos para ambas
as localidades. Para Virmond os tratamentos alternativos utilizados a base de SiO,, B. subtilis
e sua associacdo ndo apresentaram diferenca pelo teste de Scott-Knott (P<0,05) em relacéo a
testemunha, em que as medias foram de 71,12; 71,25; 70,65; 68,82, respectivamente (Tabela
2). Ciciliano et al. (2014) avaliando diferentes fontes de Si adicionados ao substrato, cinzas de
casca de arroz e Caulin, também ndo verificaram diferenca significativa entre as fontes e a
testemunha para a variavel peso hectolitro e peso de mil sementes para a cultura do trigo.

O tratamento com fungicidas convencionais diferiu-se dos demais tratamentos,
resultando em PH superior (75,39). Em experimentos realizados por Pereira Junior et al.
(2010), foi verificado que doses de Si na cultura da soja (Glycine max L.) ndo tiveram
influéncia significativa sobre as caracteristicas agrondmicas e também sobre a
produtividade final da cultura.

Para Guarapuava foi observado que os tratamentos SiO,, B. subtillis e SiO, + B.
subtillis foram superiores a testemunha, com média de PH de 73,56; 72,96; 72,24; 69,52,
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respectivamente. O tratamento com os fungicidas quimicos proporcionaram PH superior aos
demais tratamentos para ambas as localidades, sendo de 75,39 e 77,4 para Virmond e
Guarapuava, respectivamente (Tabela 2).

Foi verificado em estudos que o nimero de sementes por planta (NSP) de trigo
apresentou comportamento quadratico, assim como o rendimento de sementes por planta
(RSP) e o peso hectolitrico (PH) testando-se diferentes fontes de Si (cinzas de casca de arroz e
Caulin). Sendo observado ainda que, 0 aumento das doses de silicio proporcionou aumento do
NSP até a dose de 1800 kg ha™ e decréscimo até a dose de 2500 kg ha™, sendo que esse efeito
pode ter ocorrido devido a fitotoxidade causada pelas fontes (CICILIANO et al., 2014). Os
mesmos verificaram que os dados obtidos referentes ao peso de mil sementes apresentaram
comportamento linear decrescente com o aumento das doses, com reduc¢éo de 2% na massa de
sementes com o0 aumento das doses de ambas as fontes estudadas.

Para a AACPDI da mancha-amarela para a localidade de Virmond, os tratamentos a
base de SiO,, B. subtillis e associacdo destes ndo diferiram-se entre si, no entanto, foram
superiores que a testemunha, proporcionando valores inferiores a esta em 34,1%, 27,4% e
24,5%, respectivamente, diferindo-se da mesma pelo teste de Scoot-Knott (P<0,05). O
resultado mais significativo foi obtido com a utilizacdo dos fungicidas a base de
trifloxistrobina + protioconazol/trifloxistrobina + tebuconazol, o qual reduziu em 60,2% a
AACPDI da mancha-amarela em relagéo a testemunha (Figura 7A).

Quanto a AACPDS da mancha-amarela em Virmond, observou-se que os tratamentos
com SiOy, B. subtilis, SiO, + B. subtilis e trifloxistrobina + protioconazol/trifloxistrobina +
tebuconazol, tiveram valores inferiores ao da testemunha em 55,1%, 39,4%, 43,9% e 80%,
respectivamente, diferindo-se estatisticamente da mesma (Figura 7B). A utilizacdo de SiO;
proporcionou a AACPDS da mancha-amarela inferior aos tratamentos com B. subtilis e SiO,
+ B. subtilis em 15,7% e 11,2%, respectivamente, tendo diferenca significativa pelo teste
Scott-Knott (P<0,05). Entretanto, o tratamento que proporcionou a AACPDS 80% inferior ao
da testemunha foi a utilizacdo de trifloxistrobina + protioconazol/trifloxistrobina +

tebuconazol (Figura 7B).
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Figura 7. AACPD da incidéncia (A) e severidade (B) da mancha-amarela da cultura do trigo para Virmond-PR.

Letras iguais ndo diferiram-se entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

Para a AACPDI de giberela sobre as espigas de trigo ndo houve diferenca entre os
tratamentos pelo teste Scott-Knott (P<0,05) (Figura 8A). A AACPDI nos tratamentos com o
uso de SiO,, B. subtilis, SiO, + B. subtilis, trifloxistrobina + protioconazol/trifloxistrobina +
tebuconazol e testemunha foram de 112; 136,5; 140; 98 e 161, respectivamente.

Quanto a AACPDS de giberela nas espigas de trigo, houve reducao significativa para
os tratamentos a base SiO, B. subtilis, SiO, + B. subtilis, os quais ndo diferiram-se do
tratamento quimico (Figura 8B), entretanto, proporcionaram reducdo da severidade em

relacéo a testemunha de 29,1%, 36%, 40,1% e 45,1%, respectivamente.
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Figura 8. AACPD da incidéncia (A) e severidade (B) da giberela da cultura do trigo para Virmond-PR. Letras

iguais ndo diferem-se entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

No municipio de Guarapuava, para a AACPDI da mancha-amarela, os tratamentos
com SiOy, B. subtilis e SiO, + B. subtilis, ndo diferiram-se entre si e da testemunha pelo teste
de Scott-Knott (P<0,05). O tratamento que resultou em menor incidéncia (61% inferior em
relacdo a testemunha) foi com a utilizacdo de produtos quimicos (Figura 9A), a base de
trifloxistrobina + protioconazol/trifloxistrobina + tebuconazol.

Para a AACPDS da mancha-amarela, os tratamentos que tiveram resultados
interessantes foram com B. subtilis e SiO,, 0s quais proporcionaram reducdo desta variavel

em relacdo a testemunha de 73,1% e 74,81%, respectivamente (Figura 9B). Observou-se que
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o tratamento quimico a base de trifloxistrobina + protioconazol/trifloxistrobina + tebuconazol
proporcionou resultado inferior de severidade da doenca sobre as plantas de trigo em relacédo a
testemunha de 85,7% (Figura 9B). A maior severidade foi observada na testemunha, a qual

diferiu dos demais tratamentos pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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PR. Letras iguais ndo diferem-se entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

Verificou-se que tanto para a AACPDI quanto para a AACPDS de giberela nas
espigas de trigo na localidade de Guarapuava-PR, ndo houve diferenca em nenhum dos
tratamentos, com excecdo da AACPDS da giberela para a testemunha, sendo esta de 168,86
(Figura 10B), superior aos demais tratamentos em 26,6%, 36,5%, 44,9% e 32,7% para SiO»,
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Figura 10. AACPD da incidéncia (A) e severidade (B) da giberela da cultura do trigo para Guarapuava-PR.

Letras iguais ndo diferem-se entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

No presente estudo evidenciou-se o efeito do Si na reducdo do desenvolvimento das
doencas do trigo. Em que a forma pela qual o elemento afeta o desenvolvimento das doencas
em plantas é resultado principalmente, da acdo deste no tecido do hospedeiro proporcionando
impedimento fisico, pois, quando absorvido pelos vasos do xilema pode proporcionar maior
acumulo de compostos fendlicos e lignina no local da injaria dificultando por sua vez, a
atividade de fitopatdgenos nos tecidos vegetais (CHERIF et al., 1992; BLUM, 1968).
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De Acordo com Santos e May de Mio (2007), o efeito preventivo de Si consiste na
protecdo da planta pela aplicacdo do produto antes da exposi¢do a um patdgeno e o efeito
curativo se dard com a reparacdo/diminuicdo dos efeitos causados pelo patdégeno a planta.
Assim, o Si aumenta a rigidez das células das folhas das plantas, resultando em maior
dificuldade de penetracdo do patdgeno e consequentemente, menor capacidade de causar
infeccdo e lesdes sobre o limbo foliar (CAl et al., 2009).

Em ensaio conduzido em casa de vegetacdo com o objetivo de avaliar o efeito do Si no
progresso da mancha-marrom (B. sorokiniana), na folha bandeira de duas cultivares de trigo,
verificou-se que a aplicagdo de Si apresenta efeito positivo no sentido de aumentar a
resisténcia da folha bandeira da cultura a infec¢do ocasionada pelo patégeno, além de garantir
alta producdo de grdos, uma vez que a folha bandeira apresenta importante funcéo fisioldgica
ao longo do ciclo da planta (DOMICIANO et al., 2010).

Com a aplicacéo foliar de silicato de potéssio, nas doses de 35 g L apH 10,5e 35 g
L a pH 5,5 foi observado reducdo significativa na severidade da ferrugem do cafeeiro
(Hamileia vastatrix) (PEREIRA et al., 2009). Em experimento realizado no Estado do
Tocantins, avaliando-se a eficiéncia da aplicacdo de diferentes fontes de Si (silicato de calcio,
silicato de calcio e magnésio e silicato de potassio), aplicando-se em solos deficientes desse
elemento na cultura do arroz, verificou-se reducdo da severidade da mancha-parda e da
incidéncia da brusone das paniculas, no entanto, respostas diferentes foram observadas de
acordo com a fonte utilizada. O silicato de calcio foi mais eficiente na reducdo efetiva da
mancha-parda e brusone, ndo prejudicando a produtividade final. Porém, o silicato de
magnésio e o0 de potdssio ndo mostraram-se eficientes no controle das doengas, afetando
significativamente a produtividade final, supondo-se que essa diferenca de eficiéncia entre as
fontes de Si esteja relacionada a quantidade do elemento presente no material (SANTOS et
al., 2011).

Wordell Filho, Duarte e Rodrigues (2013) aplicando silicato de potassio na dose de
40g L™ sobre duas cultivares de trigo (Safira e Quartzo) em dois estadios de desenvolvimento,
sendo estes, final da alongacdo e espigamento, observardo que o tratamento com silicato de
potassio ndo foi eficiente na reducdo da AACPD da mancha-amarela e da AACPD da
ferrugem da folha, nas duas cultivar utilizadas.

O controle das doencas de trigo proporcionado por B. subtilis, foi semelhante ao
tratamento com Si. O Bacillus spp. sdo potencialmente capazes de sintetizar uma ampla gama
de metabolitos com atividade antifngica quando aplicado como agente de controle bioldgico

de varias doencas de plantas. O efeito do B. subtilis provavelmente se deve a sua acdo direta
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sobre esporos ou membranas celulares de estruturas do fungo, através da sintese de
substancias antimicrobianas e/ou pela competicho por espaco e nutrientes
(LEELASUPHAKUL; HEMMANEE; CHUENCHITT, 2008), reduzindo o potencial de
infeccdo e consequentemente a severidade da doenca.

A espécie B. subtilis tém atividade antifungica, uma vez que podem sintetizar
substancias de forma ndo ribossomica através do processo multi-enzimas. Ha estudos que
comprovam a acdo de compostos pertencentes a lipopeptideos ciclicos como iturina,
surfactina e fengicinas presentes em B. subtilis no controle de F. graminearum. Observa-se
também que, possivelmente as fengicinas afetam a membrana celular do patoégeno, alterando
sua permeabilidade, resultando na liberacdo do contetdo celular (STEIN, 2005). Além disso,
Bacillus spp. pode produzir um amplo espectro de compostos antimicrobianos ndo peptidicos
tais como policétidos, aminosugar e fosfolipido (STEIN 2005; ZHAO et al. 2014).

Observou-se que o B. megaterium (BM1) e B. subtilis (BS43, BSMO e BSM2)
reduziram significativamente o crescimento de fungos e a germinagdo de esporos de F.
graminearum. Em condig¢des de campo, o0s tratamentos com antagonista BM1 foram os mais
efetivos, reduzindo a incidéncia e severidade da fusariose em 93 e 54%, respectivamente, e a
producdo de DON em 89,3% (PAN et al., 2015).

Em trabalho realizado por Santos et al. (2006) o B. megaterium pv. cerealis (RAB7)
proporcionou reducdo da incidéncia (89,1%), do indice de doenca (92,7%), elevou o periodo
de incubacdo da mancha-aquosa do meloeiro (Acidovorax avenae subsp. citrulli) de 9,8 para
11,9 dias e reduziu a AACPD de 3,36 para 0,17.

No presente trabalho os fungicidas tiveram uma consideravel expressividade no
controle de doencas e analises fitotécnicas, com destaque para as estrobilurinas, pois estas,
podem promover maior longevidade foliar e melhor utilizagcdo do nitrogénio, proporcionando
maior produtividade e qualidade de grdos, j& que as doencas foliares comprometem a
remobilizacdo do nitrogénio das folhas para os grdos. (NAVARINI; BALARDIN, 2012).

5.3. Atividade enzimatica

Para a atividade da fenilalanina amonia-liase (FAL) no municipio de Virmond-PR
para a primeira avaliacdo, realizada com amostras de folhas coletadas 24 horas antes da
segunda aplicacdo dos tratamentos, no estadio de alongacdo do trigo, observa-se que a sua

atividade estava mais alta para os tratamentos com SiO; e B. subtilis (Figura 11A), os quais
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diferiram-se dos demais tratamentos pelo teste de Scott-Knott (P<0,05). Os tratamentos com
SiO; + B. subtilis, trifloxistrobina + protioconazol/trifloxistrobina + tebuconazol e testemunha
néo diferiram-se entre si, proporcionando resultado de atividade da FAL inferior aos demais
tratamentos.

Na segunda avaliagdo, realizada com amostras de folhas coletadas apds a quarta
aplicacdo dos tratamentos, no estadio de enchimento de grdos do trigo, ndo houve diferenca
estatistica entre os tratamentos. Observa-se maior média de atividade da FAL (2,9 UABS
min." mg proteina™) para o tratamento com SiO,, enquanto que a menor média (0,83 UABS
min." mg proteina™) da atividade da enzima foi observada para o tratamento da associagdo de
SiO, com B. subtilis (Figura 11B).

5
b L 35
b © " a
H g a
= 25
a 5 2
T 4 5 a
‘S a a w 2
s 3 £ a
- < 15
2 £
E E 1 a
T o1 # 12 Avaliacio g a8 . W 22 Avaliacio
E 3
5 si02 B.subtilis  Si02+ 8. subtilis trifloxistrobina + Testemunha si02 B.subtilis  Si02+B. subtilis trifloxistrobina + Testemunha
protioconazol/ protioconazol/
trifloxistrobina + trifloxistrobina +
tebuconazol tebuconazol
Tratamentos A Tratamentos B
0,07 4 b
0,07 - -’
% b B 006 | b
£ 006 £ 008 b
]
$ o005 B 005 J
% a o a
0 004 a a a w 008 a
E E o03
£ 00 £
£ 002 E 002
2 o011 = 12 Avaliagio 8 o001 22 Avaliacio
[ olee <<
3 o : : : . & 0 T T T T
o sio2 B.subtilis  Si02+B. subtilis trifloxistrobina+ Testemunha ~ si02 8.subtilis  Si02+B. subtilis trifloxistrobina + Testemunha
protioconazol/ protioconazol/
trifloxistrobina + trifloxistrobina +
tebuconazol C tebuconazol
Tratamentos Tratamentos D
6 oy 459 b
E ©
€. b b £ 3 J 6
£ £
k B 25
g ¢ 5", ]
w0 a a Eﬂ 2 a
3
-:E a -,-= 15 a
£ -
- 2 EF F ¥ 3
g 1 B 12 Avaliacio § 05 - . W 22 Avaliaio
3 =]
o T T T T 0 T T T
sio2 B.subtilis  Si02+ 8. subtilis trifloxistrobina+ Testemunha si02 B.subtilis  Si02+B. subtilis trifloxistrobina+ Testemunha
protioconazol/ protioconazol/
trifloxistrobina + trifloxistrobina +
tebuconazol tebuconazol
Tratamentos E Tratamentos F
0,03 . 004
® B o035 d
£ 0,025 c A
g & o003
= C
g o002 i b 8 0025
w b g 002
H 0,015 _E I b b
£ o001 T o
g E o001 a
0,005 a W 12 Avaliagdo 2 22 Avaliagdo
0,005
H S ol
) 0 T T T T L\ £ 0 T T T T
= 5i02 B.subtilis  Si02+B. subtilis trifloxistrobina + Testemunha = si02 B.subtilis  Si02+B. subtilis trifloxistrobina + Testemunha
protioconazol/ protioconazol/
trifloxistrobina + trifloxistrobina +
tebuconazol tebuconazol
Tratamentos G Tratamentos H

Figura 11. Atividade da Fenilalanina amoénia-liase (A e B) e Polifenoloxidase (C e D) para Virmond-PR e,
atividade da Fenilalanina amonia-liase (E e F) e Polifenoloxidase (G e H) para Guarapuava-PR. Resultados

obtidos em diferentes épocas de avaliagdo na cultura do trigo. Letras iguais ndo diferem-se entre si pelo teste de
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Scott-Knott (P<0,05).

Com a utilizagdo de SiO; houve aumento da atividade da polifenoloxidase (PFO) 14
dias ap0Os a primeira aplicacdo dos tratamentos (24 horas antes da segunda aplicacdo), no
estadio de alongacéo. Para o tratamento com SiO- a atividade foi de 0,059 A de ABS min™* mg
proteina™ (Figura 11C), diferindo-se dos demais, os quais ndo tiveram diferenca estatistica
entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05). Assim, com o0 aumento da atividade da PFO, tém-
se a contribuicdo desta para a defesa da planta pela producdo de formas oxidativas de
quinonas, o0 que pode inativar as enzimas pectoliticas produzidas pelos patdgenos
(HINDUMATHY, 2012).

Na segunda avaliacdo, realizada com as amostras obtidas apds a quarta aplicacdo dos
tratamentos, no estadio de enchimento de grdos da cultura do trigo, observa-se uma maior
atividade da PFO para os tratamentos com trifloxistrobina + protioconazol/trifloxistrobina +
tebuconazol, SiO, + B. subtilis e SiO,, sendo de 0,066; 0,059 e 0,05 A de ABS min™ mg
protefina™ (Figura 11D), respectivamente, demonstrando portanto, um possivel efeito de
inducdo de resisténcia que a utilizacdo de SiO, proporciona através do aumento da atividade
de enzimas relacionadas a defesa das plantas as doengas.

Para Guarapuava, na primeira avaliacdo da atividade da enzima FAL, 24 horas antes
da segunda aplicagdo dos tratamentos, observa-se que a atividade da enzima estava mais alta
com a utilizagdo de SiO, e B. subtilis, diferindo-se dos demais pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05), sendo a atividade de 4,74 e 4,85 UABS min." mg proteina™ (Figura 11E). Para os
tratamentos com SiO, + B. subtilis, trifloxistrobina + protioconazol/trifloxistrobina +
tebuconazol e SiO; a atividade da FAL estava em 3,28; 2,87 e 2,27, respectivamente.

Na segunda avaliacdo da atividade da FAL, obtida a partir de amostras coletadas apos
a quarta aplicacdo dos tratamentos, no estadio de enchimento de grdos do trigo, verificou-se
maior  atividade nos tratamentos com SiO, e com trifloxistrobina +
protioconazol/trifloxistrobina + tebuconazol, diferindo-se dos demais pelo teste de Scott-
Knott (P<0,05), os quais tiveram atividade de 2,62 e 3,3 UABS min.* mg proteina®,
respectivamente (Figura 11F). Os tratamentos com B. subtilis, SiO, + B. subtilis e testemunha
ndo diferem-se entre si e expressaram atividade da FAL de 1,38; 0,75 e 1,78 UABS min.” mg
proteina™, respectivamente.

Para a primeira avaliacdo da PFO para a localidade de Guarapuava, obteve-se a maior
atividade para o tratamento com a associacdo de SiO, + B. subtilis, sendo esta de 0,024 A de

ABS min® mg proteina®, a qual diferiu dos demais tratamentos. Ndo houve diferenca
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estatistica entre os tratamentos com a utilizacdo de SiO,, B. subtilis e trifloxistrobina +
protioconazol/trifloxistrobina + tebuconazol, sendo a atividade da enzima para estes
tratamentos de 0,016; 0,014 e 0,017 A de ABS min™ mg proteina™, respectivamente. A
testemunha apresentou menor atividade da enzima em relagdo aos outros tratamentos (Figura
11G), tendo atividade de 0,003 A de ABS min™ mg proteina™.

Na segunda avaliacdo da PFO para a localidade de Guarapuava, sendo esta realizada a
partir de amostras de folhas coletadas apds a quarta aplicacdo dos tratamentos, no estadio de
enchimento de graos do trigo, verificou-se aumento expressivo da atividade da PFO para o
tratamento SiO; + B. subtilis, em que a atividade foi de 0,034 A de ABS min™* mg proteina™
(Figura 11H). O uso do SiO, também teve aumento da atividade da enzima, sendo este
inferior ao observado para a associacdo de SiO, + B. subtilis e superior aos demais
tratamentos, no qual a atividade foi de 0,025 A de ABS min™ mg proteina™.

Na presente pesquisa observou-se que as plantas tratadas com SiO, apresentaram
menor AACPDS da mancha-amarela, podendo ter sido devido ao aumento da atividade das
enzimas FAL e PFO. Resultados similares foram obtidos por Mazaro et al. (2009), os quais
tiveram como propdsito avaliar o efeito do tratamento de sementes com o indutor de
resisténcia quitosana sobre o tombamento de pléntulas de beterraba e tomate. Estes
verificaram reducédo da incidéncia de tombamento de plantulas para a cultura da beterraba e
tomate, sendo as doses mais eficientes de 1,1 e 2,5% respectivamente, proporcionando
também aumento da atividade da enzima FAL, tendo relacionado a atividade da enzima com a
ocorréncia da doenca.

Evidenciou-se neste trabalho também que tanto para Virmond quanto para Guarapuava
os controles alternativos a base de SiO,, B. subtilis e sua associacdo proporcionaram efeito
sobre a AACPDS da giberela, assim como o controle a base de produtos quimicos
convencionais, 0s quais nao apresentaram diferenca estatistica entre si. No entanto, diferiram-
se da testemunha. Estes resultados demonstram que no caso do SiO; 0 mesmo pode ter atuado
sobre 0s mecanismos de resisténcia da planta, pelo aumento da atividade das enzimas, em que
a resisténcia induzida sistémica pode ter interferido no processo infeccioso e no
desenvolvimento do patdgeno nas espigas de trigo.

Foi observado que tanto para a primeira quanto para a segunda avaliacdo da atividade
das enzimas FAL e PFO no municipio de Virmond e Guarapuava, principalmente com o a
utilizagdo de SiOy, houve efeito sobre os mecanismos de inducéo de resisténcia devido a
maior atividade das enzimas em relacdo a testemunha. Observando-se também efeito do

elemento sobre a AACPD da incidéncia e severidade da mancha-amarela e da giberela. Foi
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observado que com a atividade das enzimas na testemunha inferior, houve maior incidéncia e
severidade da mancha-amarela e giberela na cultura do trigo.

Estudos realizados por Liang et al. (2005) demonstraram que a aplicacao foliar de Si,
sob a forma de metasilicato de potassio (K2SiO3), ao contrario do seu fornecimento via raiz,
ndo contribuiu para aumentar a atividade das enzimas Peroxidase (POX), Polifenoloxidase
(PFO), Fenilalanina amonia-liase (FAL) e Quitinase (QUI) em plantas de pepino com
sintomas de oidio. Datnoff et al. (2007) observaram que os mecanismos de defesa sdo
potencializados desde que o Si seja passiva e/ou ativamente absorvido pelas raizes da planta
para atingir elevados teores na folha.

Resultados em que o uso do agente biolégico B. cereus interferiu na atividade de
enzimas de defesa foi observado em plantas de feijoeiro. O agente ocasionou aumento na
atividade da peroxidase de forma atenuada e tendeu a aumentar a atividade de proteases,
reduzindo o teor de proteinas nas folhas, porém sem prejudicar a produtividade. A atividade
da POX n&o foi alterada em funcdo do indutor utilizado, no caso B. cereus, bem como em
func@o do niamero de aplicacgdes ao longo do ciclo da cultura (KUHN, 2007).

Com a aplicacéo foliar de silicato de potéassio, nas doses de 35 g L a pH 10,5e 35 g
L™ a pH 5,5 foi observado reducdo significativa na severidade da ferrugem do cafeeiro
(Hamileia vastatrix), porém, ndo foi observado potencializacdo da atividade de seis enzimas
de defesa avaliadas, sendo estas: quitinases, $-1,3-glucanases, peroxidases, polifenoloxidases,
lipoxigenases e fenilalanina amonia-liases (PEREIRA et al., 2009).

O B. subtilis e trifloxistrobina + protioconazol/trifloxistrobina + tebuconazol nédo
diferiram-se entre si na avaliagdo da PFO em Guarapuava na segunda avaliacdo, no entanto,
proporcionaram resultados superiores ao da testemunha, diferindo-se da mesma (Figura 11H).
Kuhn (2007) estudando o indutor B. cereus em plantas de feijoeiro, verificou que este
ocasionou aumento na atividade de peroxidase de forma atenuada e aumentou a atividade de
proteases, reduzindo o teor de proteina nos graos e aumentando o teor de amido nestes.

Na presente pesquisa observou-se que as plantas tratadas com SiO, apresentaram
menor AACPDS da mancha-amarela e giberela, o que provavelmente se deu pelo aumento da
atividade das enzimas FAL e PFO, provavelmente em funcdo da ativagcdo da resisténcia
sistémica induzida, a qual pode ter interferido no processo infeccioso e no desenvolvimento
dos patégenos nas folhas e espigas de trigo, porém sem interferir significativamente nas

caracteristicas agronémicas da cultura.
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6. CONCLUSAO

Conclui-se que o SiO; e B. subtilis contribuem positivamente no manejo integrado de
doencas da cultura do trigo, interferindo em caracteres estruturais (enrijecimento das células
da epiderme) e agrondmicos da planta (altura de plantas, peso de mil sementes e peso
hectolitro) ou inda, tendo acdo sobre o patdgeno, como foi observado nos testes in vitro.

O tratamento com produtos quimicos convencionais foram mais eficiente no controle
das doencas a campo, reduzindo a incidéncia e a severidade das doencas estudadas,
proporcionando incremento de produtividade.

Os tratamentos com produtos alternativos, isolados ou em associacdo, demonstraram
ter algum efeito sobre a supressdo de doencas na cultura do trigo, seja de forma direta ou
indireta, através da formacéo de barreira fisica e biofilmes.

Quanto a inducdo de resisténcia nas plantas, todos os tratamentos apresentaram algum
efeito sobre a inducéo, tanto a base de produtos quimicos convencionais quanto a base de
produtos alternativos, que no caso foi 0 SiO, e B. subtilis, no entanto, sdo necessarios estudos

mais aprofundados para esclarecimento de tais resultados.
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