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Resumo

MIGLIORINI, Patricia. Recobrimento de sementes com silicio e seu efeito no
desenvolvimento da antracnose e murcha de Fusarium na cultura do feijao.
2018. 125f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Programa de PéOs-Graduacdo em
Ciéncia e Tecnologia de Sementes. Universidade Federal de Pelotas. Pelotas, RS,
Brasil.

O presente trabalho teve por objetivo: a) avaliar o efeito de diferentes doses e fontes
de Si por meio do recobrimento de sementes sobre a qualidade fisica, fisiologica e
sanitaria de sementes assim como, determinar a concentragdo de silicio e calcio
absorvidos em plantulas de feijao; b) avaliar o desempenho de plantulas inoculadas
com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli e recobertas com diferentes fontes de Si,
durante a emergéncia e na expressdao dos mecanismos bioquimicos, envolvidos nas
respostas pos infeccdo em diferentes momentos e; c) avaliar o efeito do
recobrimento de sementes com Si em resposta a infeccdo em uma cultivar
suscetivel e resistente ao Colletotrichum lindemuthianum, sobre o potencial
fisiolégico e sanitario de sementes e plantulas, durante o desenvolvimento inicial da
cultura do feijdo. Testou-se diferentes doses (0; 45; 90; 135 e 180g Si 100 kg* de
sementes) e fontes de Si [Agrosilicio®, silicato de calcio e casca de arroz
carbonizada (CAC)] via recobrimento de sementes, inoculados ou ndo pelo método
de restricdo hidrica. O recobrimento das sementes composto por Agrosilicio®, CAC
e silicato de calcio ndo altera a qualidade fisica das sementes e proporciona
plantulas vigorosas, sem comprometer a emergéncia final. Sementes recobertas
com doses de silicato de céalcio e CAC elevam a concentracdo de Si nas raizes, mas
reduzem a concentracao de célcio (Ca), enquanto que o Agrosilicio® aumenta a
concentracdo de Si em folhas e do Ca nas raizes. Diferentes fontes e doses de Si
nao controlam patdégenos associados as sementes de feijdo. A associacdo do F.
oxysporum f. sp. phaseoli nas sementes prejudica a emergéncia e crescimento das
plantulas. O Si tem pouco efeito nas respostas em plantulas ndo inoculadas, mas
eleva a concentragéo de lignina. Na presenca do F. oxysporum f. sp. phaseoli, o Si
desencadeia melhor desempenho inicial das plantulas, favorece e potencializa os
mecanismos de defesa. A fonte de Si fornecido pelo Agrosilicio® proporciona uma
antecipacao rapida inicial da peroxidase o que pode ter amenizado e atrasado os
danos do patdgeno nas plantulas. A CAC como fonte de Si, embora tenha
contribuido para a potencializacdo das enzimas de defesa nos periodos mais
avancados da infeccdo, ndo se mostrou eficiente no controle da incidéncia da
doenca. O recobrimento das sementes com Si diminui a incidéncia e a severidade
de C. lindemuthianum e proporciona maior crescimento das plantulas de feijao. O
efeito de respostas potencializadas pelo Si tem maior expressividade na cultivar de
maior suscetibilidade.

Palavras-chave: Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli, Phaseolus vulgaris, silicato, vigor.



Abstract

MIGLIORINI, Patricia. Coating of seeds with silicon and its effect on the
development of anthracnose and wilt of Fusarium on bean culture. 2018. 125f.
Thesis (Doctorate in Science) — Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Sementes. Universidade Federal de Pelotas. Pelotas, RS, Brasil.

The a im of this study was: a) to evaluate the effect of different doses and sources of
Si through the coating of seeds on the physical quality, physiological and sanitary
conditions of seeds as, to determine the concentration of silicon and calcium
absorbed in bean seedlings; b) to evaluate the performance of seedlings inoculated
with Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli and covered with different sources of Si,
during emergence and in the expression of biochemical mechanisms, involved in
post-infection responses at different times and; c) to evaluate the effect of seed
coating with Si in response to infection in a susceptible and resistant Colletotrichum
lindemuthianum, on the physiological and sanitary potential of seeds and seedlings,
during the initial development of the bean culture. Different doses were tested (0; 45;
90; 135 and 180g Si 100 kg* of seeds) and sources of Si [Agrosilicio®, calcium
silicate and rice husk ash (AHC)] by seed coating, whether or not inoculated by the
water restriction method. The covering of seeds composed of Agrosilicio®, AHC and
calcium silicate, does not change the physical quality of the seed, provides vigorous
seedlings, without compromising the end emergency. Seeds coated with doses of
calcium silicate and AHC, increase the concentration of Si in roots, but reduce the
concentration of calcium (Ca), while the Agrosilicio® increases the concentration of
Si in leaves and Ca in the roots. Different sources and doses of Si do not control
pathogens associated with bean seeds. The association of F. oxysporum f. sp.
phaseoli in seeds impairs seedling emergence and growth. Si has little effect on
responses in uninoculated seedlings, but raises lignin concentration. In the presence
of F. oxysporum f. sp. phaseoli, Si triggered better initial seedling performance,
favored and enhanced the defense mechanisms. The Si source supplied by
Agrosilicio® provides early rapid anticipation of peroxidase, which may have
ameliorated and delayed the damage of the pathogen in the seedlings. The AHC as
a source of Si, although it has contributed to the potentiation of defense enzymes in
the later stages of infection was not efficient in controlling the incidence of the
disease. The seed coating with Si decreases the incidence and severity of C.
lindemuthianum and provides greater growth of the bean seedlings. The effect of
responses potentiated by Si has greater expressiveness in the cultivar of greater
susceptibility.

Key-words: Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli,
Phaseolus vulgaris, silicate, force.
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1. INTRODUCAO GERAL

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma importante cultura agricola,
que se sobressai pela importancia nutricional, social e econémica. Cultivado em
varias regides brasileiras, em diferentes sistemas de producdo € considerado
alimento basico na dieta humana sendo fonte de proteinas, carboidratos, fibras,
vitaminas e minerais (LOVATO et al., 2018).

O Brasil destaca-se como um dos grandes produtores e consumidores
mundiais de feijdo (LOVATO et al., 2018). Produzindo em torno de 3.307,3 mil
toneladas de graos na safra 2017/18, sendo 64,2% da producéo o feijdo de cores,
seguido pelo feijdo caupi com 20% e por ultimo o feijdo preto com 16%. Na regido
Sul, destaca-se pela maior producéo do feijao preto, chegando em torno de 94% da
producéo brasileira (CONAB, 2018).

Essa cultura apresenta a mais baixa taxa de utilizagdo de sementes, cerca de
19%, o que pode ser explicado pelo fato da grande maioria dos produtores serem de
pequeno porte, além da grande diversidade de tipos de feijdo cultivados em cada
regido. Desta forma os outros 81% utilizados para a implantacdo das lavouras, ndo
sao provenientes da aquisicdo de sementes certificadas, o que compromete toda a
cadeia produtiva, uma vez que estas sementes nao seguem o0s padroes
estabelecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento, para a sua
producado e comercializacdo (MAPA, 2013; ABRASEM, 2018). Com isso, a qualidade
das sementes ndo é assegurada, devido a procedéncia duvidosa, a qual pode
acarretar em baixa germinacgao e vigor, assim como alto indice de contaminacgao por
patdbgenos, que consequentemente vao afetar a emergéncia das plantulas,
resultando em perdas na producéo da cultura (MARINO et al., 2008; SUZANA et al.,
2017).

Praticas de manejo adequadas com fornecimento de nutrientes minerais,
através da técnica de recobrimento das sementes, aliadas a qualidade fisica,
fisiol6gica, genética e sanitaria, podem proporcionar plantulas vigorosas, com bom

estabelecimento destas, através de estandes adequados e uniformes. Essas podem



se sobressair em condicbes adversas de estresse bidticos e abioticos, sendo
primordiais para se obter bons niveis de produtividade (CORLETT et al., 2014;
MONDO et al.,, 2016; RUFINO et al.,, 2017). Para isso, se torna necessario a
avaliacdo do potencial fisiologico apdés o tratamento das sementes, pois esses
permitem estimar a capacidade das sementes manifestarem adequadamente suas
funcbes vitais apdés a semeadura, garantindo que essa etapa da producdo seja
segura a fim de proporcionar adequado desenvolvimento das plantulas no campo
(TUNES et al., 2014).

O recobrimento das sementes com nutrientes agrega valor as mesmas, o qual
permite uma uniformidade de distribuicdo devido as pequenas doses, e fazendo com
que o elemento fiqgue em contato direto com a emissdo das primeiras raizes,
suprindo assim, as necessidades iniciais durante o seu desenvolvimento (TUNES et
al., 2012). Esse processo, consiste em utilizar um material de deposi¢ao seco inerte,
de granulometria fina e um material adesivo na superficie, a fim de garantir uma
Otima cobertura e adesdo dos materiais (PEDRINI et al., 2017). No entanto, um dos
principais problemas do recobrimento, é que pode ocorrer a formacdo de uma
barreira fisica o qual dificulta a emisséo das raizes primarias, restringindo as trocas
gasosas entre a semente e o ambiente externo ao recobrimento, retardando a fase
inicial da germinacado, devido a insuficiéncia de oxigénio (OLIVEIRA et al., 2003;
MENDONCA et al., 2007; SANTOS et al., 2010). Esse atraso se deve ao arranjo das
particulas finas e da ocupacao dos poros pelo material utilizado fornecido durante o
processo de recobrimento. No entanto, alguns autores relatam que assim que a
plantulas vencem essa barreira fisica imposta, a germinagdo e a emergéncia
passam a hao sofrer mais com qualquer efeito do revestimento, resultando em taxas
finais semelhantes as sementes ndo recobertas (LIMA et al., 2006; PEREIRA et al.,
2011).

Entre os nutrientes utilizados no revestimento de sementes, o silicio (Si) tem
mostrado resultados positivos durante o desenvolvimento das culturas, por meio de
plantulas vigorosas, sem afetar negativamente a capacidade germinativa (CORLETT
et al., 2014; TUNES et al., 2014; XAVIER et al., 2015; OLIVEIRA et al. 2016;
RUFINO et al., 2017). O bom funcionamento das membranas celulares, assim como
as atividades enzimaticas, podem ser influenciados pelos nutrientes durante a

germinacao, pois esses interferem na sintese e degradacdo de compostos durante a
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mobilizacdo das reservas, expansao, divisdo e crescimento celular (NONOGAKI et
al., 2010).

O silicio (Si) € um elemento ndo essencial, pois sua falta ndo € um fator
limitante para o desenvolvimento das culturas (DEBONA et al., 2017). No entanto, é
considerado potencialmente benéfico ou util para as culturas, fornece nutrientes e
colabora na defesa das plantas contra estresses bibticos (doencas e insetos) e
abidticos (deficiéncia por agua, estresse salino, toxidez por metais pesados, alta
radiacdo, alta ou baixa temperatura e desiquilibrio de nutrientes), quando encontra-
se em tais condi¢cOes, indiretamente o elemento estimula o crescimento e a
producdo vegetal, aumentando o teor de clorofila nos tecidos foliares, a taxa
fotossintética, alterando a arquitetura das plantas e aumentando a rigidez estrutural
dos tecidos (MARSCHNER, 1995; LOCARNO et al., 2011; GUERRA et al., 2014;
BARBOSA et al., 2015; DEBONA et al., 2017).

Esse elemento € o segundo mais abundante na crosta terrestre, ficando atras
apenas do oxigénio, sendo dificil, em funcdo disso, encontrar um ambiente livre de
Si, 0 que torna complicado demonstrar a essencialidade desse micronutriente
(EPSTEIN, 1999, 2009). Sdo encontrados na forma de diéxido de silicio (SiO2) e de
silicatos na natureza (EPSTEIN, 2009), e com a intensificacdo da agricultura
moderna, com cultivos sucessivos, ocorre a diminuicdo do elemento soltvel no solo,
necessitando de reposi¢cado no sistema (DATNOFF et al., 1997). Entre os materiais
qgue fornecem Si e que podem ser utilizados como fertilizantes (LIANG et al., 2015),
estdo os subprodutos da siderurgia (silicatos), residuos agroindustriais e 0s que sao
encontrados naturalmente em rochas. Entretanto, a sua funcdo e utilizagdo nao
depende somente do conteudo total de Si, mas da sua reatividade e solubilidade,
além dessa deve ser um material acessivel economicamente e ter boa
disponibilidade no mercado (HAYNES, 2017).

As fontes de Si mais utilizadas como fertilizantes, séo originarias das escorias
siderurgicas (fontes soluveis), processadas em alta temperatura da reacdo do
calcario com a silica (SiOz2), presente no minério de ferro ou do ago (LIANG et al.,
2015; HAYNES, 2017).

Entre essas fontes, o Agrosilicio® se destaca pelas iniumeras respostas
benéficas as culturas (DEUS; BULL, 2013), apresenta na sua composicdo, além do
Si, calcio e magnésio, o qual é derivado a partir de escorias de aco inoxidavel,

apresentando um valor em torno de R$ 5 por kg (sem contar o valor do transporte).
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Porém, outra fonte de Si interessante proveniente de residuos agroindustriais e no
Nosso caso regional, que apresenta elevado teor de silica (92%) e que vem sendo
estudado por diversos autores (FOLETTO et al., 2005; MENDONCA et al., 2013;
TUNES et al., 2014) é a cinza da casca de arroz carbonizada (CAC), a qual € um
subproduto da industria arrozeira, obtido da casca de arroz extraida durante o
beneficiamento e carbonizada em fornos especiais em temperatura controlada
(CASTELLANOS et al.,, 2016), em torno de 500°C, por mais ou menos 15 a 30
minutos.

Trabalhos estdo sendo desenvolvidos com um intuito de buscar, a melhor
forma de aplicacdo deste elemento (TUNES et al., 2014; CASTELLANOS et al.,
2016; OLIVEIRA et al.,, 2016; ROMA-ALMEIDA et al., 2016). Os custos dessas
fontes, geralmente sdo economicamente baixos, pois sdo obtidos de residuos
industriais e regionais (KORNDORFER et al., 2004, MENDONCA et al., 2013;
MARODIN et al., 2014). Sendo uma excelente opg¢éo, caso forem utilizadas durante
0 processo de recobrimento das sementes, uma vez que sSdo necessarias pequenas
guantidades desses materiais e tornando-se assim uma fonte economicamente
viavel.

O Si é absorvido pelas raizes das plantas como acido monossilicico (HaSiOa)
e acumulado como silica amorfa (SiO2.nH20) (HAYNES, 2017). A translocacao das
raizes para a parte aérea € distinta entre as espécies de plantas e estagio de
crescimento, sendo que a concentracdo pode variar de 1 a 100g kg* de Si na
matéria seca de parte aérea (TUBANA et al., 2017). As monocotiledéneas tendem
acumular mais Si nas folhas e sdo consideradas plantas acumuladoras de Si, com
absorcdo ativa mediada por transportadores especifico localizados na membrana
plasmatica (MA et al., 2006; 2007) e apresentam mais de 10g kg? de Si na matéria
seca de parte aérea; as plantas intermediarias, apresentam transporte passivo e
acumulam entre 5 a 10g kg* de Si, enquanto que as ndo acumuladoras, como o
feijdo, s&o consideradas exclusoras na absor¢dao do elemento, acumulando menos
de 5g kg? de Si na matéria seca de parte aérea, e tendendo a apresentar maior teor
de Si nas raizes (LIANG et al.,, 2006). Essa capacidade de absorver o elemento
pelas raizes, diferencia as espécies de plantas (BROADLEY et al., 2012).

A absorcdo e transporte do Si no feijdo é realizada de forma passiva, por
difusé@o e fluxo de massa, e o acimulo pode ser regulado pela producdo de matéria

seca. Uma vez na endoderme, o acido monossilicico passa de uma solu¢gdo mais
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concentrada para a menos concentrada, cujo transporte a longa distancia se da pelo
apoplasto via xilema e simplasto no floema, sendo entdo regulado pelo fluxo de
transpiracdo, ou também por um processo ativo que € desencadeado por algum
estimulo a protecdo contra doencas, pragas e outras condicdes de estresse
(RAVEN, 2001). No entanto, durante esse processo pode ocorrer gasto de energia,
por proteinas nos canais de entrada de agua (RAVEN, 2001). Neste percurso, o0 Si
pode ficar retido pela camada de suberina presente na endoderme (LIANG et al.,
2006). Segundo Mitani e Ma (2005), plantas ndo acumuladoras tém um menor
namero de transportadores de Si no apoplasto e simplasto, além de uma falha dos
transportadores de Si das células corticais para o xilema, o que explica a maior
concentracdo de Si no sistema radicular em vez da parte aérea. No entanto,
segundo Katz (2014), os efeitos benéficos do Si nem sempre sédo proporcionais a
sua acumulacdo e a baixa concentragdo nos tecidos nao significa que tenha uma
funcao limitada.

O Si depositado nas paredes celulares proporciona efeitos defensivos contra
danos bidticos e abidticos (DEBONA et al.,, 2017). No controle de doencas, esse
micronutriente atua nos mecanismos de defesa que envolvem desde barreira fisica a
penetracdo de patdgenos pela deposicdo do Si e polimerizagdo na cuticula e na
parede celular (HUANG et al.,, 2011; GUERRIERO et al., 2016); bem como pela
ativacdo de respostas bioquimicas de defesa da planta por meio da ativacdo de
enzimas de defesa (POLANCO et al., 2014; DORNELES et al., 2017), producao de
compostos fendlicos (TATAGIBA et al., 2014), fitoalexinas (HAYNES, 2017) e lignina
(POLANCO et al., 2012); e ao nivel molecular pela regulacdo da expressao de
genes envolvidos na defesa e resposta ao estresse (GHAREEB et al., 2011; WANG
et al., 2017).

A cultura do feijao é suscetivel a varios fitopatégenos, responsaveis por danos
significativos nas lavouras, entre eles estdo os fungos, bactérias, virus e nematoides
(BIANCHINI et al. 2005), os quais podem estar associados as sementes e, por
conseguinte demandando medidas de controle, uma vez que ndo s6 causam perdas
diretas na populacdo de plantas no campo, mas também grandes prejuizos, ja que
as sementes sdo um dos meios mais eficientes para sobrevivéncia, introducédo e
disseminagdo de patdgenos, causando seérias epidemias nos locais de cultivo
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).
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Entre as doencas fangicas, destaca-se a antracnose (Colletotrichum
lindemuthianum) e a murcha de Fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli),
ambas transmitidas por sementes, apresentando um grande poder de destruicdo das
lavouras (BORBA et al., 2017; PADDER et al., 2017; PEREIRA et al., 2018).

A antracnose esta amplamente distribuida em todo territério brasileiro, mas
principalmente nos estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, em que
sdo encontradas as condicfes ambientais favoraveis para a sua ocorréncia, como
temperaturas mais baixas a moderadas e alta umidade relativa, nas quais o
patégeno pode se disseminar intensamente a partir de plantulas jovens infectadas e
proporcionar perdas que chegam a 100% das lavouras, além de comprometer a
gualidade das sementes (PADDER et al., 2017; PEREIRA et al., 2018).

O C. lindemuthianum (fase sexuada: Glomerella cingulata f. sp. phaseoli),
produz micélio septado e ramificado, de coloracao hialina a quase negra, a medida
que envelhece. Os conideos sao hialinos, unicelulares, podendo ser oblongos,
cilindricos, com pontas arredondadas ou uma delas pontiaguda. Os conideos
medem de 2,5-5,5 x 11-20um e podem apresentar uma area clara semelhante a um
vacuolo central. A massa de esporos formada nos acévulos possui coloragédo rosea
ou salmdo. Os conideodforos sdo hialinos, eretos, sem ramificagbes, com
comprimento de 40 a 60um. Os acérvulos sdo providos de setas que se
desenvolvem sobre uma massa estromatica. As setas podem, as vezes ser
encontradas tanto no hospedeiro como em meio de cultura. Apresentam dimensdes
de 4-9 x 30-100um, s&o marrons e septados (BIANCHINI et al., 2005).

Enquanto o F. oxysporum f. sp. phaseoli (FOP), € uma das mais graves
doencas do sistema vascular da cultura do feijao. Provoca danos as plantulas e
plantas, comprometendo o estabelecimento uniforme da cultura nos estagios iniciais
e, ao invadir o sistema radicular, se desenvolve em direcdo ao xilema, causando o
escurecimento dos vasos e prejudicando drasticamente o transporte de agua para a
parte aérea, induzindo os sintomas tipicos da doenca, como redugcdo de
crescimento, amarelecimento das folhas, murcha e morte da plantula ou planta
(SILVA et al., 2014; NINO-SANCHEZ et al., 2015; XUE et al., 2015; GARCES-
FIALLOS et al., 2017).

O FOP produz macroconidios fusdides, ligeiramente curvos, com mais de dois
septos, medindo 3-6 x 25-35um. Os microconidios séo elipticos e os clamiddsporos

hialinos intercalares ou terminais, medindo 2-4 x 6-15um. A penetracdo do fungo



14

ocorre geralmente proximo a pontas das raizes, mas pode ocorrer também por
ferimentos e aberturas naturais (BIANCHINI et al., 2005).

Um conjunto de medidas de controle a fim de reduzir o in6culo pode ser
empregado no controle integrado de doencas, tais como a rotacdo de culturas, uso
de cultivares resistentes, uso de sementes sadias, além do tratamento das sementes
(LAMICHHANE et al., 2017). Os fungicidas sdo os mais utilizados no controle de
patdogenos, no entanto, podem elevar impactos ambientais, causando problemas
como o surgimento de individuos resistentes a determinados grupos quimicos
(CRUZ et al., 2014; TRABANCO et al., 2015), e além do mais, a alta variabilidade e
viruléncia dos patdégenos podem dificultar o desenvolvimento de novas cultivares
resistentes (HENRIQUE et al., 2015; XUE et al., 2015; PEREIRA et al., 2018).

Tendo em vista a preocupacdo com meio ambiente, devido as aplicacdes de
residuos de agrotoxicos cada vez maior, aliado ao potencial de dano desses
patégenos, uma tecnologia limpa de baixo impacto ambiental, torna-se interessante
na busca de novas estratégias, como a utilizacado do Si, que pode complementar a
reducdo do dano e o aumento da resisténcia da cultura do feijao, principalmente
durante o estabelecimento inicial das plantulas.

Varias sdo as formas de aplicacdo do Si, que proporcionam respostas tanto
no controle doengas, como no crescimento das culturas; entre elas esta a aplicacéo
foliar, via solo, solu¢cBes nutritivas e por meio do recobrimento de sementes (TUNES
et al.,, 2014; DALLAGNOL et al.,, 2015; RUFINO et al., 2017). No entanto, sdo
encontrados os melhores resultados quando o elemento é absorvido pelo sistema
radicular, pois o Si se encontra na forma solavel dentro da planta (DALLAGNOL et
al. 2015), uma vez que, aproximadamente 99% do Si encontra-se depositado na
forma de silica e menos de 1% encontra-se na forma coloidal ou i6nica (forma
solavel) (OLIVEIRA, 2009).

As plantas quando estdo em condicbes de estresse tanto bidtica como
abidtica, favorecem a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), como o
peroxido de hidrogénio (H202) e os radicais de anions superoxido (O2) e hidroxila
(OH) (BARBOSA et al., 2014). Em condi¢cdes normais, a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e as defesas antioxidantes das células vegetais ficam em
equilibrio dindmico. No entanto, quando as plantas sdo expostas a condi¢cbes de
estresse, ocorre 0 excesso de produgcdo de ROS o qual induz ao dano oxidativo.

Para minimizar o impacto negativo provocado pela ROS, as plantas desenvolveram
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mecanismos de defesa, como as enzimas oxirredutoras ligadas ao estresse
oxidativo, como a superoxido dismutase (SOD), peroxidase (POX) e a catalase
(CAT), os quais protegem a integridade da membrana. A enzima SOD converte Oz
para o H202 e oxigénio, que também é toxico para as células, devendo ser eliminado
pelas enzimas CAT e/ou POX, formando agua e oxigénio (DUBEY, 2011). A POX
entdo, utiliza o H202 para o processo de lignificagcdo e reforco da parede celular
(HIRAGA et al., 2001). O Si pode auxiliar na eficiéncia dessa resposta de defesa da
planta contra o ataque do patégeno (FORTUNATO et al., 2012; DALLAGNOL et al.,
2015; WHAN et al., 2016).

Nesse sentido, aumentos da resisténcia do feijdo a antracnose foram
observados quando as plantas foram supridas com Si, que foi associada a regulacdo
positiva das enzimas antioxidantes, como no aumento a SOD, ascorbato peroxidase,
glutationa redutase, lipoxigenases, fenilalanina amonia liases e na concentracdo de
metabdlitos como a lignina (POLANCO et al., 2012; POLANCO et al., 2014). Em
mudas de bananeira, Fortunato et al. (2012), observaram que os sintomas de F.
oxysporum f. sp. cubense, diminuiram nas raizes supridas com Si, devido ao
aumento dos compostos fendlicos solUveis totais, derivados de lignina-acido
tioglicolico, além das maiores atividades da fenilalanina amonia liases, POX,
polifenoloxidases, b,1-3 glucanase e a quitinases. O fortalecimento da parede
celular, através do aumento da concentracdo de Si e da lignina nos tecidos
radiculares, contribuiu para o aumento da resisténcia de mudas de bananeira contra
a murcha de Fusarium (FORTUNATO et al., 2014), e em algodao, proporcionou
acumulacado de compostos fendlicos e de lignina em células endodérmicas, as quais
foram ativadas rapidamente e intensamente gerando repostas defensivas nas
células contra o F. oxysporum f. sp. vasinfectum (WHAN et al., 2016). Em tomate, o
acumulo de Si nas raizes foi significativamente correlacionado com a reducao da
gravidade da doenca causada por F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, devido ao
atraso do inicio da infec¢do nas raizes e ao movimento do patdégeno para a coroa e
hipocotilos (HUANG et al., 2011).

Diante do exposto, para aumentar a compreensao dos efeitos potencializados
pelo Si durante o desenvolvimento inicial da cultura, a partir do recobrimento de
sementes de feijao, o trabalho teve como objetivos: a) avaliar o efeito de diferentes
doses e fontes de Si por meio do recobrimento de sementes sobre a qualidade

fisica, fisiologica e sanitaria de sementes assim como, determinar a concentragéo de
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silicio e célcio absorvidos em plantulas de feijdo; b) avaliar o desempenho de
plantulas inoculadas com F. oxysporum f. sp. phaseoli e recobertas com diferentes
fontes de Si, durante a emergéncia e na expressao dos mecanismos bioquimicos,
envolvidos nas respostas pos infeccdo em diferentes momentos; e c) verificar o
efeito do recobrimento de sementes com Si em resposta a infecgdo em uma cultivar
suscetivel e resistente ao C. lindemuthianum, sobre o potencial fisiologico e sanitario

de sementes e plantulas, durante o desenvolvimento inicial da cultura do feijao.



2 CAPITULO | - Recobrimento de sementes de feijdio com silicio e o

desenvolvimento de plantulas

2.1 Introducéao

A utilizacdo de sementes de alta qualidade fisica, fisioldgica, genética e
sanitaria, aliadas a praticas de manejo adequadas com o emprego de nutrientes
minerais, podem garantir durante a fase inicial da cultura, um estande adequado e
com desenvolvimento vegetativo satisfatorio, os quais sdo exigéncias necessarias
para se obter bons niveis de produtividade na cultura do feijdo (MONDO et al.,
2016).

Sabe-se que a germinacdo das sementes € uma das fases mais importantes
no desenvolvimento das plantas, neste periodo vérios fatores podem interferir numa
emergéncia rapida e uniforme. O recobrimento de sementes com a utilizagdo de
silicio (Si) pode ser uma alternativa para melhorar o desempenho de sementes e
plantulas no campo quando submetidas a condicdes adversas de ambiente
(RUFINO et al., 2017). Desta forma, a avaliacdo do potencial fisioldgico e sanitario
apos o tratamento das sementes, permite estimar a capacidade das sementes se
manifestarem adequadamente suas funcdes vitais apés a semeadura, garantindo
gue essa pratica de manejo, seja segura a fim de proporcionar bons resultados de
desenvolvimento das plantulas no campo (TUNES et al., 2014).

O Si é considerado um elemento ndo essencial para as plantas, de acordo
com o conceito de essencialidade dos nutrientes, no entanto, seus efeitos benéficos
sobre as culturas tém sido amplamente relatados. Especialmente, quando as plantas
sdo submetidas a estresses bidticos e abibticos, tais como o ataque de patdégenos e
pragas, deficiéncia hidrica, salinidade, metais pesados, temperatura alta ou baixa,
desequilibrio nutricional e entre outros fatores (DEBONA et al., 2017).

A acumulacdo de Si nas diferentes espécies varia de 1 a 100g kg* de Si na

matéria seca de parte aérea. A absorcdo de Si em plantas consideradas nao
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acumuladoras como o feijao, vai depender da disponibilidade do elemento no meio,
as quais vao se acumular em quantidades diferentes nas distintas partes da planta
(MITANI; MA, 2005; TUBANA et al.,, 2017). Os efeitos desse elemento sdo pouco
compreendidos, mas sabe-se que € necessario seu acumulo nos tecidos, para
potencializar as respostas fisioldgicas (DALLAGNOL et al., 2009). Na maioria das
dicotiledoneas a absorcado ocorre de modo passivo por fluxo de massa, sendo
absorvida na forma de acido monossilicico (H4SiOa4) e distribuido na planta pela taxa
de transpiracdo. Depositado nas paredes externas das células epidérmicas das
folhas, como acido polimerizado (silica amorfa), uma vez depositado, o Si ndo se
redistribui para novos érgaos, necessitando de novas aplicacfes (CARNEIRO et al.,
2010; HAYNES, 2017).

Existem varias maneiras de fornecer Si para as plantas, uma das mais usadas
pela facilidade de aplicacao e custo, se da através do recobrimento de sementes, as
quais podem incrementar e agregar valor ao produto através de pequenas
guantidades de nutrientes, que sdo facilmente distribuidas as sementes de modo
mais uniforme. A quantidade adequada do elemento nas sementes que fica em
contato direto com a emissdo das primeiras raizes, possibilita o suprimento das
necessidades iniciais durante a germinagcdo e emergéncia das plantulas (TUNES et
al., 2012). Estudos relatam efeitos benéficos sobre vigor das plantulas de arroz
utilizando diversas fontes de Si, verificados por meio de melhor desenvolvimento,
emergéncia, assim como no controle de incidéncia de fungos nas sementes, sem, no
entanto, afetar o processo germinativo das sementes (TUNES et al.,, 2014,
OLIVEIRA et al., 2016).

Essa cultura é afetada por inUmeros patégenos, que na grande maioria Sao
transmitidos por sementes e que poderdo causar sérios danos, como reducdo da
germinacao, emergéncia e no crescimento das plantulas, levando a morte em pré ou
pos emergéncia, comprometendo o sistema radicular e o vascular o qual vai impedir
o transporte de agua e nutrientes, além de disseminar doencas nas lavouras,
acarretando em perdas na produgdo (SILVA et al, 2008; MARCENARO;
VALKONEN, 2016). Plantas de arroz supridas com Si originam sementes vigorosas
e com menor incidéncia de sintomas de Bipolares oryzae (DALLAGNOL et al.,
2013). Em tomate o aumento da concentracdo de silicio na raiz correlacionou
positivamente com a reducdo da severidade da doenca causada por Fusarium

oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (HUANG et al., 2011). Desta forma, a nutricao
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mineral por meio do recobrimento das sementes, € uma tecnologia que pode
proporcionar adequada condugdo de cultivos agricolas, promovendo estandes
adequados e fortalecendo as defesas das plantulas contra o ataque de patégenos
associados as sementes ou gque estdo presentes no solo nos estagios iniciais da
cultura.

Assim, existem varios subprodutos industriais que servem como fonte de Si e
que podem ser usados na agricultura, entretanto, a sua utilizacdo ndo depende
somente do conteudo total de Si, mas da sua reatividade e solubilidade, além disso
precisa ser acessivel economicamente e ter disponibilidade no mercado (HAYNES,
2017). As fontes de Si geralmente sdo encontradas nas escorias siderurgicas
(silicatos), originarias do processamento em altas temperaturas, da reac¢do do
calcario (calcitico, magnesiano ou dolomitico), com a silica (SiO2) presente no
minério de ferro, fornecem além Si, outros elementos como Ca e Mg (DEUS; BULL,
2013). Também o Si pode ser encontrado em um subproduto da indUstria arrozeira,
obtido da casca de arroz extraida do beneficiamento e carbonizada em fornos
especiais em temperatura controlada (CASTELLANOS et al., 2016). Ambas as
fontes sdo ricas em Si e com custo razodvel economicamente, uma vez que sao
obtidos de residuos industriais e regionais.

Desse modo, estudos que indiguem a melhor forma de aproveitamento
dessas fontes na agricultura se faz necessario, viabilizando assim a sua utilizacao,
principalmente durante o estabelecimento das plantas no campo, uma vez que nao é
conhecido o efeito do recobrimento das sementes com Si sobre o desempenho
inicial em plantulas de feijéao.

Neste contexto, objetivou-se avaliar o efeito de diferentes doses e fontes de Si
por meio do recobrimento das sementes sobre a qualidade fisica, fisiolégica e
sanitaria de sementes, assim como, determinar a concentracdo de silicio e calcio

absorvidos em plantulas de feijao.

2.2 Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério Didatico de Analise de

Sementes, no Laboratério de Patologia de Sementes e em casa de vegetacao
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pertencentes ao Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias e Tecnologia de
Sementes, do departamento de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel
(FAEM) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). As andlises de tecido vegetal
foram realizadas no Laboratorio de Bromatologia da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria, Embrapa Clima Temperado, Estacdo Terras Baixas e no Laboratorio
de Quimica e Fertilidade da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Utilizaram-se sementes de feijdo BRS Expedito safra 2014/15, com
germinacao de 82%. A cultivar apresenta caracteristicas de graos pretos, ciclo de 88
dias, habito de crescimento indeterminado, planta tipo Il, resisténcia ao acamamento
e a antracnose, apta a colheita mecanizada e com elevado teor de proteina e fibras
(ANTUNES et al., 2007).

Foram conduzidos trés experimentos de forma simultanea, em um
delineamento inteiramente casualizado e quatro repeticdes cada. As fontes de Si
utilizadas foram previamente moidas em moinho de bolas e posteriormente
passadas pelo conjunto almofariz e pistilo para uniformizar a granulometria.

O primeiro experimento consistiu no recobrimento das sementes com a fonte
de Si, Agrosilicio® (silicato de calcio e magnésio, com 10,53% de Si), no segundo
experimento foi utilizado silicato de calcio (Sigma Aldrich®, com 66,28% de Si) e no
terceiro, cinza de casca de arroz carbonizada (83,54% de Si), todos aplicados nas
doses equivalentes de 0, 45, 90, 135 e 180g Si 100 kg-! de sementes, o que
correspondeu o equivalente nas respectivas doses 0; 427,3; 854,7; 1,282; 1,709g de
Agrosilicio®, 0; 67,89; 135,8; 203,7; 271,69 de silicato de calcio e 0; 53,9; 107,8;
161,7; 215,79 de cinza de casca de arroz carbonizada por 100kg de sementes-*.

O processo de recobrimento das sementes foi realizado manualmente
conforme a metodologia descrita por Nunes (2005), sendo que para cada unidade
experimental utilizou-se a quantidade de Si determinado + 300mL de polimero Collor
Seed® (coloracéo vermelha) + 700mL agua para completar o volume de calda de 1L
para 100kg de semente. Posteriormente, homogeneizaram-se os produtos no fundo
do saco plastico, espalhando-se até uma altura de 15cm aproximadamente, em
seguida as sementes foram postas dentro dos sacos, agitando-as até uma
distribuicdo uniforme do produto e cobertura das sementes. Apds o tratamento, 0s
sacos com as sementes recobertas foram abertos, permitindo que as sementes

secassem em temperatura ambiente durante 48h.
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ApGs secagem das sementes recobertas com as diferentes fontes e doses de
Si, essas passaram por uma avaliacao visual, a qual verificou-se que houve uma
boa uniformidade e aparéncia das sementes, decorrente da verificacdo da
aderéncia, coloracéo e distribuicdo dos produtos a superficie das mesmas (Apéndice
A).

Foram feitas andlises para determinar a composicao especifica de nutrientes
e a densidade de cada fonte. Para tal, os componentes quimicos foram
determinados por meio de um espectrometro de fluorescéncia de raios-X por energia
dispersiva (modelo Shimadzu EDX-720), o qual foi realizado no Laboratério de
Andlises Quimicas da Engenharia de Materiais da UFPel, e sendo a determinacéo
da densidade dos materiais realizada no Laboratério de Fisica do Solo da UFPel
(Tabela 1).

Tabela 1. Composicéo e densidade das fontes de Si utilizadas.

Fontes Composicdo Densidade (g/cm?3)
*Silicato de calcio e magnésio Si:10,53%; Ca:25,00%; Mag: 7,00%;
(Agrosilicio®) 9 Fe:10,20%; Cr:4,48%; Mn:1,72%; Ti:0,69%; 1,30
9 S:0,52%; K:0,35%
Silicato de calcio Si:66,28%: Ca:33,07%:; K:0,34%: Fe:0,19% 0,27

(Sigma Aldrich®)
. Si:83,45%; K:9,82%; Ca:3,76%; Mn:1,43%:;
Casca de arroz carbonizada

P:0,94%; Fe:0,33%, S:0,21%; Zn:0,025%. 0,58

*pé moido.

Na sequéncia, foram realizados testes para a avaliacdo da qualidade fisica
por meio do peso de mil sementes (PMS) e teor de agua (TA), além de testes em
laboratorio e em casa de vegetacdo para a avaliacdo da qualidade fisiologica. Os
testes de laboratério foram realizados por meio da germinacdo (G), primeira
contagem de germinacdo (PCG), teste de frio (TF), envelhecimento acelerado (EA),
comprimento total de plantulas (CTP), comprimento de parte aérea (CPA)
comprimento da raiz (CR), massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca de raiz
(MSR) e massa seca total de plantulas (MSTP). J& os testes realizados em casa de
vegetacdo foram determinados pela emergéncia de plantulas (EP), indice de
velocidade de emergéncia (IVE), comprimento de parte aérea (CPA2l1d) e
comprimento de raiz (CR21d), massa seca de folha (MSF21d), massa seca de
hipocotilo (MSH21d), massa seca de parte aérea (MSPA21d) e massa seca de raiz
(MSR21), realizados aos 21 dias apés a semeadura (DAS), quando ocorreu a
estabilizacdo da cultura. Foram também determinados a concentracéo de Si e Ca na
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raiz, hipocatilo e folha, no final do experimento aos 21 DAS, assim como avaliou-se
a qualidade sanitaria das sementes.

O peso de mil sementes (PMS) foi determinado utilizando quatro repeticbes
com oito subamostras de 100 sementes, provenientes da por¢cdo semente pura e 0s
resultados expressos em gramas, conforme as Regras para Andlise de Sementes —
RAS (BRASIL, 2009a).

O teor de agua (TA) foi determinado pelo método de estufa a 105°C + 3°C,
por 24h. Foi utilizada uma estufa de circulacdo de ar forcada, utilizando-se quatro
repeticbes de cinco gramas de sementes por tratamento, conforme as RAS
(BRASIL, 2009a).

Para o teste de germinacdo (G) foram utilizadas quatro repeticbes de 200
sementes, divididas em quatro subamostras de 50 sementes, utilizando substrato
papel germitest, umedecido com &gua destilada, na proporcdo de 2,5 vezes a massa
do papel seco e mantido em germinador regulado a 25°C + 2°C. As avaliagdes foram
realizadas segundo as RAS (BRASIL, 2009a). A contagem de plantulas normais foi
realizada aos nove dias apds a instalacdo do teste e 0s resultados expressos em
porcentagem.

A primeira contagem de germinacgéo (PCG) foi realizada conjuntamente com o
teste de germinacdo, constituindo-se no registro da porcentagem de plantulas
normais verificada na primeira contagem do teste de germinacao, efetuada no quinto
dia apés a semeadura, seguindo as RAS (BRASIL, 2009a) e os resultados
expressos em porcentagem de plantulas normais.

O teste de frio (TF) foi conduzido com quatro repeticdes de 200 sementes
divididas em quatro subamostras de 50 sementes, distribuidas uniformemente em
rolo de papel germitest, previamente umedecido com agua destilada na propor¢ao
de 2,5 vezes o peso da massa do papel seco, em seguida os rolos foram colocados
em sacos plasticos fechados e depositados em refrigerador regulado a 10°C por trés
dias, conforme a metodologia descrita por Guiscem et al. (2010). Apés esse periodo,
os rolos foram colocados em germinador regulado na temperatura de 25 °C + 2°C, e
no quinto dia realizou-se a contagem de plantulas normais.

O envelhecimento acelerado (EA) foi conduzido em caixas tipo “gerbox” com
tela de aluminio suspensa no interior da caixa, onde foram distribuidas
uniformemente as sementes de cada tratamento, em quatro repetigcdes. Adicionou-

se também 40mL de agua destilada ao fundo de cada caixa, em seguida as caixas
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foram tampadas e acondicionadas dentro de camera tipo BOD, com temperatura
controlada de 43°C + 1°C e permanecendo durante um periodo de 24h, segundo a
metodologia de Bertolin et al. (2011). Apds este periodo, as sementes foram
colocadas para germinar como descrito no teste de germinacdo, a avaliacao foi
realizada aos cinco dias e o0s resultados expressos em porcentagem de plantulas
normais.

Para a determinacdo do comprimento total de plantulas (CTP), comprimento
da raiz (CR) e da parte aérea (CPA) realizado em laboratorio, os quais foram
conduzidos similarmente ao no teste de germinacéo, as plantulas foram avaliadas no
quinto dia apo0s a instalacdo do teste, utilizando-se quatro subamostras de 10
plantulas normais para cada tratamento, escolhidas aleatoriamente a partir da
semeadura de 20 sementes por repeticdo no terco superior da folha de papel
germitest, umedecidas com agua destilada com 2,5 vezes a massa do papel. Os
rolos foram acondicionados em germinador a 25°C + 2°C, conforme a descri¢cdo por
Nakagawa (1999). Determinaram-se 0s comprimentos com auxilio de régua
graduada em milimetros. O comprimento médio total de plantulas, parte aérea e de
raiz foram obtidos somando-se as medidas de cada repeticdo e dividindo-se pelo
namero de plantulas normais avaliadas, com resultados expressos em centimetros.

A massa seca total de plantulas (MTP), massa seca de raiz (MSR) e massa
seca de parte aérea (MSPA) foi mensurado apés o teste de comprimento, a parte
aérea foi separada da raiz, colocados em sacos de papel e levados para secar em
estufa de ventilacdo de ar forcada, regulada a temperatura de 70°C, durante 72h.
Posteriormente, foi avaliada a massa seca, utilizando-se balanca com precisdo de
0,001g, e os resultados expressos em gramas por plantulas (NAKAGAWA, 1999).

A emergéncia de plantulas (EP) foi realizada com quatro repeticdes de 50
sementes para cada tratamento, semeadas em bandejas de plastico, contendo solo
e vermiculita, na proporgdo 2:1 (v/v). O solo utilizado foi do tipo Planossolo
Hidromorfico Eutréfico Solédico com textura franco-arenosa (STRECK et al., 2008),
pertencente a unidade de mapeamento de Pelotas-RS.

As caracteristicas quimicas do solo utilizado no estudo foram: pH em H20 5,0;
8,5 mg dm= P; 66 mg dm- K; 0,3 cmolc dm- Ca; 0,4 cmolc dm- Mg; 1,6 cmolc dm™
Al; 4,2 cmolc dm H+Al; 0,9 cmol dm SB; 5,1 mg dm= CTC; 17,6% e MO 16,4 g
dm3. A concentracdo de Si presente no solo foi 6mg kg utilizando-se para extracdo

cloreto de célcio (0,01mol L) e a quantificacdo por colorimetria. A escolha deste
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solo foi devido ao baixo teor de Si (KORNDORFER et al., 2004), o qual proporciona
melhor resposta da aplicacao de Si pelas plantas (HAYNES, 2017).

As sementes foram semeadas em profundidade de 2,0 cm e mantidas em
casa de vegetacdo sem controle de temperatura, com irrigacdo manual, proximo a
capacidade de campo, sempre que necessario. A avaliacao foi realizada aos 21 dias
apos a semeadura, computando-se, em porcentagens, o numero de plantulas
normais emergidas (NAKAGAWA, 1999).

O indice de velocidade de emergéncia (IVE) foi conduzido conjuntamente com
0 teste de emergéncia de plantulas, através de contagens diarias das plantulas
emergidas até a estabilizacdo da emergéncia. Para cada repeticdo dos tratamentos
foi calculado o IVE, somando-se o numero de plantulas emergidas a cada dia,
dividido pelo respectivo niumero de dias transcorridos a partir da semeadura,
conforme a formula de Maguire (1962):

IVE: (E1+N1) + (E2+N2) + ... + (En+Nn)

Onde: IVE: indice de velocidade de emergéncia; E1, E2, Em: numero de
plantulas normais computadas na primeira, segunda e ultima contagem e N1, N2, Nn:
namero de dias entre a semeadura e a primeira, segunda e Ultima contagem.

O comprimento de raiz (CR21d) e comprimento de parte aérea de plantulas
aos 21 dias (CPA21d), foi determinado no final do teste de emergéncia, onde 20
plantulas normais de cada repeticdo escolhidas aleatoriamente, foram mensuradas
com uma régua graduada em milimetros, determinando-se o comprimento da raiz e
da parte aérea, sendo os resultados expressos em centimetros por plantula.

A massa seca de raiz (MSR21d), massa seca de folha (MSF21d), massa seca
de hipocétilo (MSH21d) e massa seca de parte aérea aos 21 dias (MSPA21d) foram
determinadas ap6s a mensuracao do comprimento de plantulas aos 21 dias, onde as
plantulas selecionadas foram separadas em raiz, folha e hipocotilo. As 20 plantulas
normais de cada repeticdo foram separadas e dispostas para secar em estufa de
circulacdo de ar forcada regulada a 70°C, durante 72h. ApoOs esse periodo, as
amostras foram pesadas em balanca analitica de precisdo e o0s resultados
expressos em gramas por plantulas.

Para a determinac&o da concentracdo de Si e Ca em raiz, hipocatilo e folha,
foram feitas coletas apds o término do teste emergéncia, onde as plantulas restantes
de cada repeticao e tratamento foram retiradas do solo, lavadas em agua corrente e

imediatamente separadas em raiz, hipocétilo e folha, as quais foram colocadas em
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sacos de papel e secas a 70°C durante 72h. Posteriormente, foram moidas em
moinho elétrico tipo Willey de marca Marconi® com peneiras de 40 mesh. A
concentracdo de Si nos tecidos foi determinada pela analise colorimétrica em 0,1g
de tecido seco, apds digestdo basica, conforme determinacdes descritas por
Korndorfer et al. (2004). A concentragcdo de Ca foi determinada em espectrometria
de emissdo atbmica a partir de 0,2g de tecido seco submetido a digestdo acida
(TEDESCO et al., 1995).

A avaliacdo da qualidade sanitaria das sementes foi realizada através do
meétodo “Blotter Test” (papel filtro), utilizando 200 sementes para cada tratamento,
divididas em quatro subamostras de 50 sementes, colocadas em caixas plasticas do
tipo “gerbox”, previamente desinfestadas com alcool 70% e hipoclorito de sddio a
1%, contendo duas folhas de papel filtro esterilizado e umedecidas com &gua
destilada e esterilizada. As sementes foram incubadas a 25°C, com fotoperiodo de
12h, durante 24h. Em seguida, para inibir a germinagdo as sementes foram
submetidas ao método de congelamento por 24h. ApGs esse periodo, foram entéo
novamente incubadas a 25°C por sete dias com regime de luz/escuro de 12h
(BRASIL, 2009b). As sementes foram analisadas com o auxilio de microscopio
estereoscopio e Optico para a observacao das estruturas morfolégicas dos fungos,
os quais foram identificados a nivel de género com auxilio de bibliografia
especializada (BARNETT; HUNTER, 1972) determinando-se o0 percentual de
sementes infestadas por patégenos.

Para andlise estatistica, os dados foram submetidos aos testes de
normalidade dos residuos por Shapiro-Wilk e homogeneidade das variancias por
Bartlett, e quando atenderam as pressuposicfes foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e havendo significancia dos dados, foram realizadas as
equacodes de regressao polinomial. As variaveis que ndo atenderam 0s pressupostos
foram transformadas atraves do sistema Box-Cox, possibilitando o ajuste dos dados
para a realizagdo da ANOVA. Para algumas variaveis do teste de sanidade das
sementes (dados ndo paramétricos) foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. Para
analise estatistica foi utilizado o software SAS (SAS Institute, 1989, Cary, NC).
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2.3 Resultados

2.3.1 Uso do Agrosilicio® (silicato de calcio e magnésio) como fonte de Si

Na tabela 2, encontram-se os resultados obtidos e as equacdes de regresséo
para as variaveis de qualidade fisica e fisioldgica das sementes e, da concentracao
de nutrientes em plantulas de feijdo, provenientes de sementes recobertas com
diferentes doses de Si, fornecidas pela fonte Agrosilicio®.

A qualidade fisica das sementes avaliadas pelo teor de agua (TA) e peso de
mil sementes (PMS), ndo foram influenciados pela aplicacdo de Si nas diferentes
doses (Tabela 2).

Plantulas normais dos testes de vigor e de germinacao, verificados pelas
variaveis de primeira contagem de germinacdo (PCG), germinacéo (G) e do teste frio
(TF) ajustaram-se a um modelo linear negativo (Tabela 2). Conforme o aumento das
doses de Si, houve uma taxa de reducédo de aproximadamente 7 pontos percentuais
para PCG e 4 pontos percentuais para G e TF, em cada dose aplicada via
tratamento de sementes.

Quanto as variaveis de envelhecimento acelerado (EA), emergéncia de
plantulas (EP) e indice de velocidade de emergéncia (IVE), nenhum dos modelos
testados se adequaram aos dados obtidos (Tabela 2).

Os dados de comprimento total de plantulas (CTP), comprimento de parte
aérea (CPA) e comprimento da raiz (CR), se enquadraram num modelo quadréatico
positivo, demostrando que a fonte de Si influenciou positivamente na expressao do
vigor através de um maior crescimento das plantulas de feijao, visto que a dose ideal
foi alcancada com 100, 116 e 90g Si 100 kg-! de sementes que gerou uma
expectativa de incremento de 20, 22 e 19% respectivamente, a mais em relacao a
dose zero (Tabela 2).

Observou-se também, que a maior producdo de massa seca da parte aérea
(MSPA), raiz (MSR) e massa seca total de plantulas (MSTP), estdo associadas as
respectivas variaveis de comprimento, sendo os dados ajustados a uma equacgao
quadratica positiva, verificado nas doses 6timas de Si de 102, 97 e 100g Si 100 kg-*
de sementes, respectivamente um incremento na massa de matéria seca de 37, 30

e 36% para MSPA, MSR e MSTP, em comparacao com a dose zero (Tabela 2).
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Tabela 2. Regressao das doses de silicio, para as variaveis de qualidade fisica e fisioldégica de sementes e concentracdo de silicio e calcio em raiz, hipocétilo
e folha de plantulas de feijao provenientes de sementes recobertas com Agrosilicio® (silicato de calcio e magnésio).

Dose de Si (g 100kg! de sementes)

Avaliacéo ) 75 % 135 180 Pr>F CV(%) Equacdo de regressao R? Doseideal Y
Qualidade fisica
PMS (g) 244,28 249,82 250,11 249,27 247,95 ns - - - - -
TA (%) 5,0 5,0 5,0 51 52 ns - - - - -
Qualidade fisiolégica
PCG (%) 82 80 70 64 55 * 7,1 y= 84,05 — 0,155x 0,96 - -
G (%) 82 84 76 72 66 * 6,2 y= 84,54 — 0,096x 091 - -
EA (%) 72 67 62 59 60 ns - - - - -
TF (%) 80 77 73 67 64 * 7,2 y= 80,60 — 0,092x 0,98 - -
CTP (cm/plantula) 19,62 23,83 24,67 22,87 22,08 * 55 y= 20,011 + 0,08907x — 0,00044568x? 0,86 100 24,46
CPA (cm/plantula) 7,90 9,10 10,28 9,89 9,50 * 9,6 y= 7,85 + 0,03902x — 0,00016764x2 0,96 116 10,12
CR (cm/plantula) 11,72 14,73 14,39 12,98 1259 * 17,3 y=12,15+ 0,05004 x — 0,00027804 x? 0,70 90 14,4
MSPA (g/plantula) 0,03 0,05 0,05 0,05 0,04 * 10,9 y=0,03406 + 0,00035437x — 0,00000174x2 0,89 102 0,05
MSR (g/plantula) 0,01 0,02 0,02 0,02 0,02 * 11,8  y=0,01419 + 0,00012952x — 0,000000670194%x> 0,87 97 0,02
MSTP (g/plantula) 0,05 0,07 0,07 0,07 0,06 * 10,4  y=0,04843 + 0,00047429x — 0,00000236x2 0,88 100 0,07
EP (%) 85 87 84 81 83 ns - - - - -
IVE 6,26 6,15 5,59 5,53 5,75 ns - - - - -
CPA21d(cm/plantula) 28,44 28,23 28,83 29,17 30,59 * 3.4 y=27,99950 + 0,01167x 0,97 - -
CR21d (cm/plantula) 16,88 18,28 17,79 1887 19,21 ns - - - - -
MSF21d (g/plantula) 0,12 0,12 0,13 0,14 0,17 * 12,6  y=0,10950 + 0,00028111x 091 - -
MSH21d(g/plantula) 0,12 0,12 0,14 0,15 0,16 * 8,8 y=0,11600 + 0,00022389x 0,93 - -
MSPA21d(g/plantula) 0,24 0,23 0,27 0,29 0,32 * 9,6 y=0,22530 + 0,00050778x 0,94 - -
MSR21d (g/plantula) 0,09 0,07 0,07 0,08 0,07 * 14,0  y=0,08858 - 0,00034071x + 0,00000153x%2 0,71 111 0,07
--Concentragdo de Silicio (g kg?)
Raiz 8,63 9,44 9,25 8,70 8,00 ns - - - - -
Hipocétilo 2,29 1,78 2,48 2,33 1,93 ns - - - - -
Folha 3,14 2,81 3,75 3,65 2,98 * 15,3 y=2,92221 +0,01211 x - 0,00006093 x? 0,34 99 3,562
--- Concentracédo de Calcio (g kg?)
Raiz 0,98 1,16 1,14 1,19 1,03 * 8,9 y=0,98839 + 0,00414 x - 0,00002157 x? 0,88 96 1,19
Hipocotilo 1,96 1,99 2,11 1,90 2,19 ns - - - - -
Folha 2,75 2,46 2,35 2,15 2,59 ns - - - - -

* e ns = significativo e n&o significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade de erro, respectivamente; R? = coeficiente de determinag&o; Y ¢ = valor estimado pela dose ideal de Si. Peso de
mil sementes (PMS); teor de agua (TA); primeira contagem de germinacdo (PCG); germinacdo (G); teste de frio (TF); envelhecimento acelerado (EA); comprimento total de plantulas (CTP);
comprimento de parte aérea (CPA); comprimento da raiz (CR); massa seca de parte aérea (MSPA); massa seca de raiz (MSR); massa seca total de plantulas (MSTP); emergéncia de plantulas
(EP); indice de velocidade de emergéncia (IVE); comprimento de parte aérea (CPA21d) e comprimento de raiz (CR21d) de plantulas aos 21 dias; massa seca de folha (MSF21d), massa seca de
hipocétilo (MSH21d), massa seca de parte aérea (MSPA21d) e massa seca de raiz (MSR21) aos 21 dias.
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Com relagdo as caracteristicas fisiolégicas de desempenho de plantulas
avaliadas em casa de vegetacao, verificou-se aumento linear para o comprimento de
parte aérea aos 21 DAS (CPA21d), representando um aumento de 7% na maior
dose, em relacdo a dose zero. No entanto, para o comprimento de raiz aos 21 dias
(CR21d), nenhum dos modelos testados se adequaram aos dados obtidos para esta
variavel (Tabela 2).

A medida que aumentou as doses de Si nas sementes, ocorreu um acréscimo
de forma linear na producéo de massa seca de folha (MSF21d), hipocétilo (MSH21d)
e de parte aérea total (MSPA21d) aos 21 dias apés a semeadura, representando
respectivamente, um acumulo de matéria seca em 29; 25 e 25,4% na maior dose em
comparacao com a dose zero (Tabela 2).

Quanto a massa seca de raiz (MSR21) aos 21 dias apdés a semeadura, 0
aumento das doses afetou negativamente a producdo de matéria seca, sendo os
dados ajustados ao modelo quadréatico negativo, tendo seu ponto de minima a dose
de 111g Si 100 kg-* de sementes (Tabela 2).

A concentracao de silicio em raiz e no hipocaétilo ndo foram significativamente
influenciados pelas doses de Agrosilicio® (Tabela 2). No entanto nas folhas,
observou-se que as doses de Si responderam de forma quadratica positiva ao
incremento das doses, indicando na dose ideal de 99g Si 100 kg-! de sementes, um
aumento de 10,8% na concentracdo de Si comparativamente com a dose zero,
demonstrando que as plantulas até os 21 dias foram eficientes em absorver o Si e
mover das raizes para as folhas (Tabela 2).

O Agrosilicio® além de ser fonte de Si para as plantulas nos estagios iniciais,
também pode fornecer outros nutrientes como o célcio (Ca). Somente a
concentracdo de Ca na raiz apresentou diferencas significativas, enquanto que para
hipocatilo e folha ndo foram observadas diferencas (Tabela 2).

Os dados de concentracédo de Ca na raiz se ajustaram ao modelo quadratico
positivo ao incremento das doses, chegando na dose ideal de 96g Si 100 kg-! de
sementes incremento de 17,6% em relacdo a dose zero, resultado esperado, uma
vez que a fonte contém 25% de Ca (Tabela 2).

Quanto a analise sanitaria das sementes de feijdo recobertas com
Agrosilicio®, foi possivel observar independente das doses fungos de campo, como
Fusarium sp., Alternaria sp., Colletotrichum sp. e Ryzoctonia sp. e fungos de

armazenamento como Penicillium sp. e Aspergillus sp. (Tabela 3 e 4).
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Na tabela 3 verifica-se um comportamento quadratico negativo para a
incidéncia de Fusarium sp. em sementes recobertas com diferentes doses de Si,
sendo o ponto de minima observado na dose de 169g Si 100 kg-! de sementes,

correspondendo a uma reducéo de 46% em relacédo a dose zero.

Tabela 3. Incidéncia de patdégenos em sementes de feijao recobertas com Agrosilicio® (silicato de
calcio e magnésio).

Dose de Si (g 100kg! de sementes)

Incidéncia (%) Média Pr>F CV(%)

0 45 90 135 180
Fusarium sp. 79,50 81,00 46,50 37,00 47,50 58,30 * 15,19
Equacéo de regresséo R? Dose ideal Ye
Fusarium sp. y= 86,04286 - 0,51302 x + 0,00152 x? 0,78 169 42,70

* e ns = significativo e nao significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade de erro. R? =
coeficiente de determinagéo; Y e = valor estimado pela dose ideal de Si.

Para Penicillium sp., Colletotrichum sp. e Ryzoctonia sp. (Tabela 4), nao
foram observadas diferencas significativas entre as doses. Ja para Aspergillus sp. e
Alternaria sp., foi verificado uma reducao de 100 e 99% nas doses de 135 e 90g Si
100 kg-! de sementes respectivamente, em comparacdo a dose zero, no entanto ndo

diferiram estatisticamente das demais doses.

Tabela 4. Incidéncia de patégenos em sementes de feijdo recobertas com Agrosilicio® (silicato de
calcio e magnésio).

Dose de Si (g 100kg? de sementes)

Incidéncia (%) ) 25 %0 135 180 Média
Alternaria sp. 19,00a* 10,50ab 1,00b 3,50ab 5,50ab 7,90
Colletotrichum sp. 0,50"s 0,50 0,00 0,00 0,00 0,20
Ryzoctonia sp. 0,00 0,00 0,50 0,00 0,50 0,20
Penicillium sp. 9,50 5,00 4,00 5,50 9,00 6,60
Aspergillus sp. 20,50a* 1,00ab  1,00ab 0,00b 2,00ab 4,80

*Médias seguidas de mesma letra na linha n&o diferem entre si (P>0.01) segundo teste de Kruskal-
Walllis. ns: néo significativo.

2.3.2 Uso do silicato de calcio (Sigma Aldrich®) como fonte de Si

Na tabela 5, constam os dados da qualidade fisica das sementes de feijao
(PMS e TA) recobertas com diferentes doses de Si, fornecidas pela fonte de silicato
de calcio (Sigma Aldrich®), as quais ndo foram influenciadas significativamente
pelas doses.

Quanto as caracteristicas fisiologicas, observou-se que as porcentagens de
plantulas normais, obtidas pelos testes de primeira contagem de germinagéo (PCG)

e germinagdo (G), ndo foram influenciados pelas doses de silicato de célcio. O
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mesmo foi verificado para as varidveis de envelhecimento acelerado (EA) e teste frio
(TF), os quais avaliam a resisténcia das sementes quando submetidas a condi¢cfes
de estresse (Tabela 5).

Para o comprimento de parte aérea (CPA), ocorreu crescimento linear a
medida que se elevaram as doses de Si, sendo observado na dose maxima um
incremento de 10,7% em comparacdo com a dose zero. No entanto, para as
variaveis de comprimento total de plantulas (CTP) e comprimento de raiz (CR), ndo
houve diferencas significativas entre as doses (Tabela 5).

Aumento linear da massa seca de parte aérea (MPA), massa seca de raiz
(MSR) e massa seca total de plantulas (MSTP), foram observados com o incremento
das doses, sendo na dose de 180g Si 100 kg-! de sementes, um acréscimo na
matéria seca de 26,7; 17,7 e 25,8%, respectivamente, em comparacdo com a dose
zero (Tabela 5).

N&o se observou diferencas significativas entre as doses testadas, quanto a
emergéncia das plantulas (EP) e o indice de velocidade de emergéncia (IVE)
(Tabela 5).

J& para o desenvolvimento inicial de plantulas de feijdo avaliadas em casa de
vegetacdo, o incremento de doses de Si proporcionou maiores comprimentos de
parte aérea avaliada aos 21 dias ap0s a semeadura (CPA21d) até a dose ideal de
85¢g Si 100 kg-! de sementes, gerando uma expectativa de crescimento de 5% a
mais, em relacdo a dose zero. Enquanto que, para o comprimento de raiz (CR21d),
ocorreu acréscimo linear & medida que aumentou as doses, sendo observado na
maior dose um crescimento de 14,32%, em relacéo a dose zero (Tabela 5).

Para as variaveis de massa seca de folha aos 21 dias apés a semeadura
(MSF21d), massa seca de hipocétilo (MSH21d) e massa seca total de parte aérea
(MSPA21d), ndo foram observadas diferencas significativas em funcéo das doses de
Si fornecidas pela fonte de silicato de calcio. Entretanto, para a massa seca de raiz
(MSR21) os dados ajustaram-se a um modelo quadratico negativo ao aumento das
doses de Si, tendo seu ponto de minima a dose de 13g Si 100 kg-! de sementes
(Tabela 5).

Quanto a concentragdo de Si na raiz, os dados se ajustaram a um
comportamento quadratico positivo ao incremento das doses, tendo seu ponto ideal
a dose de 48g Si 100 kg-! de sementes, chegando a acumular 9,82% a mais em

relacdo a dose zero.
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Tabela 5. Regressao das doses de silicio, para as variaveis de qualidade fisica e fisiolégica de sementes e concentragdo de silicio e calcio em raiz, hipocétilo
e folha de plantulas de feijao provenientes de sementes recobertas com silicato de calcio (Sigma Aldrich®).

Dose de Si (g 100kg?! de sementes)

Avaliacéo ) 5 % 135 180 Pr>F CV (%) Equacédo de regresséo R? Doseideal Yeg
Qualidade fisica
PMS (g) 244,28 246,14 244,77 248,42 246,05 ns - - - - -
TA (%) 50 4,8 50 49 50 ns - - - - -
Qualidade fisiolégica
PCG (%) 82 74 73 75 76 ns - - - - -
G (%) 82 80 80 81 84 ns - - - - -
EA (%) 72 73 69 70 67 ns - - - - -
TF (%) 80 79 80 72 73 ns - - - - -
CTP (cm/plantula) 19,62 17,94 20,75 19,98 20,31 ns - - - - -
CPA (cm/plantula) 7,90 7,36 8,00 8,99 8,85 * 9,5 y=7,51150 + 0,00787x 0,66 - -
CR (cm/plantula) 11,72 10,58 12,75 10,99 11,45 ns - - - - -
MSPA (g/plantula) 0,03 0,03 0,04 0,04 0,05 * 7,2 y=0,03131 + 0,00008222x 0,76 - -
MSR (g/plantula) 0,01 0,01 0,02 0,02 0,02 * 12,4 y=0,01350 + 0,00002141x 0,80 - -
MSTP (g/plantula) 0,05 0,04 0,06 0,06 0,06 * 7.5 y= 0,04593 + 0,00009760x 0,81 - -
EP (%) 85 89 87 91 88 ns - - - - -
IVE 6,26 6,20 6,20 6,16 5,97 ns - - - - -
CPA21d (cm/plantula) 28,44 30,29 29,12 29,95 28,14 * 3,2 y= 28,61286+ 0,03170x - 0,00018757x? 0,61 85 29,95
CR21d (cm/plantula) 16,88 17,47 17,38 19,04 19,70 * 6,2 y=16,64800 + 0,01588x 0,90 - -
MSF21d (g/plantula) 0,12 0,13 0,12 0,12 0,11 ns - - - - -
MSH21d(g/plantula) 0,12 0,13 0,12 0,13 0,11 ns - - - - -
MSPA21d(g/plantula) 0,24 0,27 0,23 0,26 0,22 ns - - - - -
MSR21d (g/plantula) 0,09 0,07 0,06 0,07 0,06 * 11,3 y=0,08993 - 0,00041397x + 0,00000153x> 0,92 135 0,06
Concentragao de Silicio (g kg™)
Raiz 8,63 10,6 9,01 7,38 6,60 12,0 y=9,11836 + 0,01890 x - 0,0001949 x? 0,78 48 9,57
Hipocatilo 2,29 2,03 2,63 2,10 2,70 * 12,6 y=2,17374 + 0,001949 x 0,22 - -
Folha 3,14 3,01 2,91 2,76 2,98 ns - - - - -
Concentracao de Calcio (g kg?)
Raiz 0,98 0,90 1,15 1,36 0,97 ns - - - - -
Hipocotilo 1,96 2,14 2,12 2,13 2,01 ns - - - - -
Folha 2,75 2,90 2,34 2,52 2,14 * 13,3 y= 2,85025 - 0,00356 x 0,68 - -

* e ns = significativo e n&o significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade de erro, respectivamente; R? = coeficiente de determinag&o; Y ¢ = valor estimado pela dose ideal de Si. Peso de
mil sementes (PMS); teor de agua (TA); primeira contagem de germinacdo (PCG); germinacdo (G); teste de frio (TF); envelhecimento acelerado (EA); comprimento total de plantulas (CTP);
comprimento de parte aérea (CPA); comprimento da raiz (CR); massa seca de parte aérea (MSPA); massa seca de raiz (MSR); massa seca total de plantulas (MSTP); emergéncia de plantulas
(EP); indice de velocidade de emergéncia (IVE); comprimento de parte aérea (CPA21d) e comprimento de raiz (CR21d) de plantulas aos 21 dias; massa seca de folha (MSF21d), massa seca de

hipocétilo (MSH21d), massa seca de parte aérea (MSPA21d) e massa seca de raiz (MSR21) aos 21 dias.
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Doses crescentes aumentaram de forma linear, para a concentragéo de Si no
hipocétilo, chegando a maior dose (180g Si 100 kg-! de sementes) um incremento
de 15,2% em comparacdo com a dose zero, demostrando dessa forma que o
crescimento das plantulas acompanhou o incremento na absorcédo do elemento. No
entanto, para folhas ndo foram observadas diferenca significativa ao acimulo de Si
(Tabela 5).

A concentracdo de Ca na raiz e no hipocatilo, ndo apresentaram diferencas
significativas ao recobrimento das sementes, ja para a concentracao de Ca em folha,
0s dados apresentaram diminuigéo linear com o incremento das doses (Tabela 5).

Em relacdo a sanidade das sementes obtidas ap6s o recobrimento, ndo foi
possivel observar diferencas significativa nas diferentes doses de Si, quanto os
patégenos de campo (Fusarium sp., Alternaria sp., Colletotrichum sp. e Ryzoctonia
sp.) assim como para Penicillum sp. que é considerado um fungo de
armazenamento. Entretanto, para o Aspergillus sp. a dose de 45g Si 100 kg-! de
sementes, proporcionou 100% do controle quando comparado com a dose zero,
porém sem diferir significativamente das demais doses de Si (Tabela 6).

O Fusarium sp. proporcionou a maior porcentagem meédia de incidéncia entre
0s patodgenos, cerca de 86% (Tabela 6). Os demais fungos como Alternaria sp.,
Penicillium sp., Aspergillus sp., Ryzoctonia sp. e Colletotrichum sp. apresentaram

incidéncias médias de 12,7; 7,4, 5,6; 0,4 e 0,2% respectivamente (Tabela 6).

Tabela 6. Incidéncia de patégenos em sementes de feijdo recobertas com silicato de calcio (Sigma

Aldrich®).

A Dose de Si (g 100 kg! de sementes) s
Incidéncia (%) ) 75 90 135 180 Média
Fusarium sp. 79,50" 91,00 93,50 79,50 86,50 86,00
Alternaria sp. 19,00 11,50 14,00 10,00 9,00 12,70
Colletotrichum sp. 0,50m 0,00 0,00 0,00 0,50 0,20
Ryzoctonia sp. 0,00ns 0,50 0,00 1,50 0,00 0,40
Aspergillus sp. 20,50a* 0,00b 4,50ab 1,50ab 1,50ab 5,60
Penicillium sp. 9,50ns 4,50 6,00 9,00 8,00 7,40

*Médias seguidas de mesma letra na linha n&o diferem entre si (P>0.01) segundo teste de Kruskal-
Walllis. ns: néo significativo.

2.3.3 Uso dacinzade casca de arroz como fonte de Si

Na tabela 7, encontram-se os resultados obtidos e as equacgdes de regressao
para as variaveis de qualidade fisica e fisiolégica das sementes e, da concentracéo

de nutrientes em plantulas de feijdo, provenientes de sementes recobertas com
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diferentes doses de Si, fornecidas pela fonte de cinza de casca de arroz carbonizada
(CAQ).

Ao avaliar o peso de mil sementes (PMS), ndo se verificou efeito significativo
para o recobrimento com diferentes doses de Si, assim como para o teor de agua
nas sementes (TA) (Tabela 7).

N&o houve diferengas significativas com o aumento das doses de Si, para as
porcentagens de plantulas normais, obtidas pelos testes de primeira contagem de
germinacao (PCG), germinacao (G), envelhecimento acelerado (EA) e teste frio (TF),
demostrando que o0 uso da cinza de casca de arroz, nao influencia no
desenvolvimento de plantulas normais, tanto em condi¢cbes ideais de germinacao
guanto em condicdes de estresse (EA e TF) (Tabela 7).

O comprimento total de plantulas (CPA), comprimento de parte aérea (CPA),
comprimento de raiz (CR), massa seca de parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz
(MSR), também né&o foram influenciadas pelas doses de Si, fornecidas pela fonte de
cinza de casca de arroz carbonizada (Tabela 7).

Resultados positivos e significativos foram verificados na producdo de massa
seca total de plantulas (MSTP), sendo os dados ajustados a um comportamento
quadratico, e apresentando o ponto de maximo acumulo de matéria seca, na dose
de 100g Si 100 kg-* de sementes, resultando num incremento de 16% em relacédo a
dose zero (Tabela 7).

Quanto aos dados obtidos referentes ao indice de velocidade de emergéncia
(IVE), observou-se comportamento linear decrescente com o incremento das doses,
no entanto, ndo influenciou significativamente a porcentagem final de emergéncia de
plantulas (EP) (Tabela 7).

Para o comprimento de parte aérea aos 21 dias apos a semeadura (CPA21d),
observa-se que os dados se ajustaram a um modelo quadratico positivo, sendo a
dose ideal obtida com 94g Si 100 kg-! de sementes, gerando uma expectativa de
crescimento de 7,7% a mais, em relacdo a dose zero (Tabela 7), e demostrando
dessa forma, que o crescimento da parte aérea foi favorecido com as doses Si.
Doses crescentes de Si, ndo apresentaram diferencas significativas para o
comprimento de raiz aos 21 dias apdés a semeadura (CPA21d), massa seca de folha
(MSF21d), massa seca de hipocétilo (MSH21d) e massa seca de parte aérea

(MSPA21d) conduzidos em casa de vegetacao (Tabela 7).
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Tabela 7. Regressao das doses de silicio, para as variaveis de qualidade fisica e fisioldégica de sementes e concentragdo de silicio e calcio em raiz, hipocétilo
e folha de plantulas de feijao provenientes de sementes recobertas com cinza de casca de arroz carbonizada.

Dose de Si (g 100 kg* de sementes)

Avaliacéo ) 75 % 135 180 Pr>F CV (%) Equacéo de regresséo R? Doseideal Y
Qualidade fisica
PMS (g) 245,32 248,44 24594 248,28 247,59 ns - - - - -
TA (%) 5,0 4,9 4,9 4,9 4,9 ns - - - - -
Qualidade fisiologica
PCG (%) 82 77 74 74 76 ns - - - - -
G (%) 82 83 83 81 82 ns - - - - -
EA (%) 72 73 65 65 66 ns - - - - -
TF (%) 80 80 76 80 80 ns - - - - -

CTP (cm/plantula) 19,62 18,99 20,07 20,03 1816 ns - - - - -
CPA (cm/plantula) 730 761 754 816 782 ns - - - - -

CR (cm/plantula) 11,72 11,12 1254 11,87 10,34 ns - - - - -
MSPA (g/plantula) 003 004 004 003 003 ns - - - - -
MSR (g/plantula) 001 001 002 00L 001 ns - - - - -
MSTP (g/plantula) 005 005 006 005 005 * 15,98  y=0,0457 + 0,00019x - 0,0000011 X2 0,63 100 0,06
EP (%) 85 87 86 87 85 ns - - - - -

IVE 644 639 611 606 575 * 3,36  y=6,49544 - 0,00385x 0,90 - -
CPA21d (cm/plantula) 28,44 31,84 30,58 29,40 29,98 * 3,02 y=29,12100 + 0,03679x - 0,00019630x2 0,35 94 30,84

CR21d (cm/plantula) 16,88 14,67 14,80 1541 15,85 ns -
MSF21d (g/plantula) 0,12 0,14 0,13 0,13 0,14 ns - - - - -
MSH21d(g/plantula) 0,12 0,15 0,12 0,13 0,12 ns - - - - -
MSPA21d(g/plantula) 0,24 0,23 0,25 0,25 0,26 ns - -
MSR21d (g/plantula) 0,09 0,07 0,08 0,06 0,08 * 13,80 y=0,08892 - 0,00039702 x + 0,00000191 x> 0,54 104 0,07

Concentragao de Silicio (g kg™)
Raiz 8,63 11,14 12,29 10,66 10,40 * 10,17 y=8,82957 + 0,05952 x - 0,00029295 x? 0,83 101 11,85
Hipocotilo 2,29 2,41 1,86 2,00 1,96 ns - - - - -
Folha 3,14 3,60 3,45 3,562 3,81 ns - - - - -
Concentragao de Calcio (g kg?)
Raiz 0,98 1,14 0,89 0,85 0,64 * 20,56 y=1,0950 - 0,00218 x 0,70 - -
Hipocotilo 1,96 2,18 2,10 2,22 2,06 ns - - - - -
Folha 2,75 3,19 2,84 3,09 3,36 ns - - - - -

* e ns = significativo e n&o significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade de erro, respectivamente; R? = coeficiente de determinag&o; Y ¢ = valor estimado pela dose ideal de Si. Peso de
mil sementes (PMS); teor de agua (TA); primeira contagem de germinacdo (PCG); germinacéo (G); teste de frio (TF); envelhecimento acelerado (EA); comprimento total de plantulas (CTP);
comprimento de parte aérea (CPA); comprimento da raiz (CR); massa seca de parte aérea (MSPA); massa seca de raiz (MSR); massa seca total de plantulas (MSTP); emergéncia de plantulas
(EP); indice de velocidade de emergéncia (IVE); comprimento de parte aérea (CPA21d) e comprimento de raiz (CR21d) de plantulas aos 21 dias; massa seca de folha (MSF21d), massa seca de
hipocétilo (MSH21d), massa seca de parte aérea (MSPA21d) e massa seca de raiz (MSR21) aos 21 dias.
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Entretanto, para a massa seca de raiz (MSR21), os resultados obtidos se
ajustaram a um modelo quadrético negativo, ao aumento das doses de Si, tendo seu
ponto de minima a dose de 104g Si 100 kg-! de sementes (Tabela 7).

Quanto a concentracdo de Si nas raizes, observa-se que os dados se
ajustaram a uma equacdo quadratica positiva, apresentando na dose ideal de 101g
Si 100 kg-! de sementes, incremento de 27,17% a mais em relagcdo a dose zero.
Enquanto que, para a concentracdo de Si em hipocétilo e folha, ndo foram
observadas diferencas significativas entre as doses, 0 mesmo foi observado para a
concentragdo de Ca. Nas raizes as doses de Si reduziram significativamente a
concentragdo de Ca com o incremento das doses (Tabela 7).

Pela analise sanitéaria, foi possivel detectar nas sementes de feijdo recobertas
com cinza de casca de arroz, fungos de campo como Fusarium sp., Alternaria sp., e
Colletotrichum sp., e fungos de armazenamento Penicillium sp. e Aspergillus sp.
(Tabela 8 € 9).

Tabela 8. Incidéncia de patégenos em sementes de feijao recobertas com cinza de casca de arroz
carbonizada.

Dose de Si (g 100 kg de sementes)

Incidéncia (%) Média Pr>F CV(%)

0 45 90 135 180
Penicillium sp. 9,50 18,00 19,50 14,00 10,50 14,30 * 35,05
Alternaria sp. 19,00 10,50 15,50 10,50 8,00 1270 * 38,84
Equacédo de regresséo R? Dose ideal Ye
Penicillium sp. y=10,27143 + 0,19238 x - 0,00109 x2 0,88 88 18,75
Alternaria sp. y=17,10000 - 0,04889 x 0,61 - -

* e ns = significativo e ndo significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Para incidéncia de Penicillium sp. os dados se ajustaram a um modelo
quadratico positivo em funcdo das doses de Si, atingindo o ponto de maxima na
dose de 88g Si 100 kg-! de sementes (Tabela 8). J& para Alternaria sp. houve
diminuicdo da incidéncia com o incremento das doses, o qual apresentou um
comportamento linear decrescente, sendo observado na maior dose uma reducgéo de
58% em comparacao com a dose zero (Tabela 8).

Fusarium sp., Colletotrichum sp. e Aspergillus sp. ndo apresentaram
diferencas significativas quanto ao recobrimento nas diferentes doses, porém foi
observado na média a maior porcentagem de incidéncia (81,2%) para Fusarium sp.
entre os patdégenos associados as sementes de feijdo, recobertas com cinza de

casca de arroz carbonizada (Tabela 9).
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Tabela 9. Incidéncia de patégenos em sementes de feijao recobertas com cinza de casca de arroz
carbonizada.

Dose de Si (g 100 kg! de sementes)

Ca o -
Incidéncia (%) 0 45 % 135 180 Média
Fusarium sp. 79,50 78,00 7450 8750 86,50 81,20
Colletotrichum sp. 0,50"s 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10
Aspergillus sp. 20,50 550 12,00 4,00 4,00 9,20

*Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si (P>0,01) segundo teste de Kruskal-
Wallis. ns: néo significativo.

2.4 Discussao

Os processos de recobrimento das sementes de feijao, com diferentes fontes
e doses de Si, ndo influenciaram a qualidade fisica das sementes, sendo assim, 0s
diferentes materiais utilizados, juntamente com o polimero e a 4gua, nao resultaram
em aumento de umidade e nem alteraram a camada fisica do recobrimento.

Os resultados de teor de éagua (TA), demostraram que o0 tempo e a
temperatura ambiente foram eficientes para secagem, o qual pode proporcionar um
armazenamento seguro das sementes, uma vez que as mesmas nao absorveram
agua (XAVIER et a., 2015). A deterioracdo das sementes € inevitavel e irreversivel,
podendo ser intensificada durante o armazenamento, resultando consequentemente
em perda de vigor e germinagdo (ZUCARELI et al., 2015). Segundo Conceigéo e
Vieira (2008), a agua contida no recobrimento é perdida mais rapidamente que
aguela presente na propria semente, sendo que geralmente as sementes recobertas
tendem apresentar menores valores de TA, em comparacdo com as nao recobertas,
no entanto, n&do foi observado esse fato no presente trabalho.

Quanto ao peso de mil sementes (PMS), verifica-se que o processo de
recobrimento ndo alterou o peso, mesmo com a utilizacdo de materiais com
densidade distintas (Tabela 1), sendo a fonte de Agrosilicio® mais densa, com
granulometria mais grossa, em relacdo a casca de arroz carbonizada e o silicato de
calcio, que apresentam uma textura fina, leve e com menor densidade. Porém,
apesar da auséncia de significancia, acréscimos de que variaram de 3,67 (1,48%) a
5,839 (2,33%) para Agrosilicio®, de 0,49 (0,20%) a 4,14g (1,66%) para silicato de
calcio, e de 0,62 (0,25%) a 3,129 (1,25%) para casca de arroz carbonizada, foram

obtidos a mais em relacdo a dose zero.
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De acordo com Silva e Nascimento (2009), a adicdo de produtos com doses e
densidades muito pequenas, ndo altera significativamente as propriedades fisicas da
camada do recobrimento

Os materiais utilizados devem ter boa aderéncia e serem solUveis em agua,
para que possa ocorrer a troca gasosa entre a semente e o ambiente externo ao
recobrimento. Xavier et al. (2015), observaram que o silicato de célcio utilizado no
recobrimento das sementes, se desmanchava facilmente quando em contato com a
agua, facilitando as trocas gasosas e a absorcdo de agua pelas sementes,
atribuindo boas caracteristicas fisicas para o recobrimento.

Foi possivel verificar a diminuicdo de plantulas normais, no teste de
germinacao e de vigor (PCG e TF) com o aumento das doses de Si, fornecidas pela
fonte de Agrosilicio®. Resultados semelhantes ao atraso na germinacdo em
sementes recobertas, também j& foram observados por diversos autores (SILVA et
al., 2002; OLIVEIRA et al., 2003; PEREIRA et al., 2005; MEDEIROS et al., 2006;
SANTOS et al., 2010). Avelar et al. (2011) ao estudar a resposta de sementes de
soja recobertas, concluiram que a diferenca de germinacdo entre os testes, ndo é
atribuida a diminuicdo de vigor e sim, ao impedimento da germinacdo pelo
revestimento. Entretanto, Oliveira et al. (2016) verificaram que doses crescentes de
Si, proporcionaram aumento do ndmero de plantulas normais no teste de PCG em
sementes de arroz.

Os materiais utilizados durante o recobrimento, melhoram as caracteristicas
fisicas e visuais das sementes, 0 que por sua vez, pode proporcionar uma barreira
mecanica, atrasando assim, a germinacdo das sementes, devido as baixas trocas
gasosas, entre a semente e 0 ambiente externo ao recobrimento, afetando o
suprimento de oxigénio necessario para o processo germinativo e dificultando a
emissado da raiz primaria. Na falta de oxigénio, ocorre 0 aumento da producéo de
etanol nas células, produto toxico para o metabolismo normal, o que potencializa a
ma formacéo das plantulas (MARCOS FILHO, 2015; XAVIER et al., 2015).

Para sementes recobertas com silicato de calcio e casca de arroz
carbonizada, a germinacdo das sementes nao foi influenciada pelas doses, as quais
foram iguais ou superior ao minimo estabelecido para os padrdes de sementes que
€ de 80% (BRASIL, 2013), demostrando dessa forma, que essas fontes de Si,
podem ser utilizadas sem gque elas afetem a qualidade fisiolégica das sementes.

Esses resultados estdo de acordo com o0s encontrados em culturas como cevada,
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trigo, arroz e tomate (TAVARES et al., 2012, 2014; CORLETT et al., 2014; TUNES et
al. 2014; SHI et al., 2014). Entretanto, Shi et al. (2014) ao submeter as sementes de
tomate em estresse por déficit hidrico, verificaram que o Si proporcionou aumento na
porcentagem de germinacéao.

Plantulas normais do teste de envelhecimento acelerado (EA) e teste frio (TF),
nao foram influenciadas pelas doses de Si nas diferentes fontes, exceto para
Agrosilicio® no TF. O principio desses testes, se baseia na resisténcia das
sementes quando submetidas a uma condicdo de estresse, aos quais expdem as
sementes a temperatura e umidade relativa elevada (EA) ou, a baixas temperaturas
e alta umidade (TF), desta forma supde-se que sementes vigorosas, tém mais
chances de sobrevivéncia as condi¢des adversas em ambiente de cultivo. Tavares et
al. (2014), observaram gque sementes de trigo recobertas com as maiores doses de
Si (Microton® 26% de Si), proporcionaram menor perda de viabilidade quando as
sementes foram submetidas ao teste de EA. Azimi et al. (2014), sugerem que 0S
efeitos benéficos do Si podem estar relacionados a natureza hidrofilica, através do
aumento da estabilidade dos lipidios em membranas celulares, o qual impede a
deterioracdo e desestruturacdo funcional das membranas, quando expostas a
condi¢cOes adversas de ambiente.

A obtencédo de plantulas vigorosas é de fundamental importancia, pois o nivel
de vigor afeta o estabelecimento da cultura, o desenvolvimento das plantas, a
uniformidade da lavoura e consequentemente a sua produtividade (MONDO et al.,
2016).

Foi possivel verificar que as fontes de Si apresentaram resultados positivos
ao aumento das doses, para as diversas varidveis de crescimento e producédo de
massa seca de plantulas de feijdo, determinadas aos cinco DAS. A fonte de
Agrosilicio® apresentou as melhores respostas entre as doses de 90 a 116g Si 100
kg-! de sementes, enquanto o silicato de calcio respondeu favoravelmente ao
incremento das doses, ja para a casca de arroz carbonizada, essa influéncia positiva
foi verificada entre as varidveis somente na massa seca total de plantulas (MSTP),
até a dose de 100g Si 100 kg-! de sementes. Esses resultados corroboram com
outros trabalhos, o qual demonstram que o Si € um elemento benéfico, que
influencia positivamente na taxa de crescimento e no desenvolvimento das plantulas

nos estagios iniciais, quando fornecidos via recobrimento de sementes (TAVARES et
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al., 2012; CORLETT et al., 2014; JANMOHAMMADI; SABAGHNIA, 2015; RUFINO et
al., 2017).

Incremento positivo em torno de 20% no comprimento de raiz, foi observado
por Tunes et al. (2014), em sementes de arroz irrigado recobertas com casca de
arroz carbonizada, na dose de 120g Si 100 kg-! de sementes, no entanto, nédo
obtiveram resposta para o comprimento de parte aérea. Delavar et al. (2017) e
Marodin et al. (2014), também observaram incremento em torno de 25% na massa
seca de plantulas de milho e tomate, respectivamente, com o fornecimento de Si. De
acordo com Delavar et al. (2017), o Si aumenta o nivel de auxina, fitohormoénio
importante para o alongamento celular, desenvolvimento e crescimento das
plantulas, o qual esta presente durante e apos a germinacdao das sementes (TAIZ;
ZEIGER, 2013). Nas raizes ocorrem as maiores modificacdes proporcionadas por
esse elemento, favorecendo as atividades radiculares e essas a absorcdo de
nutrientes (CHEN et al., 2011; WANG et al., 2015). O Si é depositado no reticulo
endoplasmatico, paredes celulares e espacos intercelulares, como silica amorfa
hidratada (SiO2.nH20), também na forma de complexos de polifendéis, possuindo um
efeito analogo ao da lignina como componente estrutural, o qual promove resisténcia
a parede celular (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Para as variaveis de qualidade fisiologica avaliados em casa de vegetacdao,
verificamos que as diferentes doses e fontes de Si via recobrimento de sementes,
nao interferiram no estabelecimento das plantulas de feijdo e nem no indice de
velocidade de emergéncia, exceto para a casca de arroz carbonizada no IVE. Essa
fonte de Si, proporcionou as sementes um atraso na emergéncia, porém nao
comprometeu o estabelecimento final do estande, indicando assim que as sementes
foram capazes de se recuperar com o tempo. Vale ressaltar também, que para a
fonte de Agrosilicio® o comportamento do desenvolvimento de plantulas normais na
emergéncia final, foi diferente dos que foram encontrados pelos testes realizados em
camara de germinagdo, pois as sementes conseguiram durante a emergéncia,
superar a barreira fisica imposta pelo recobrimento, o qual néo interferiu no
estabelecimento do estande e nem no IVE, uma vez que as doses crescentes de Si,
afetaram negativamente o nimero de plantulas normais nos testes de germinacao e
vigor (PCG e TF). Tavares et al. (2011) e Corlett et al. (2014), verificaram que o

recobrimento das sementes com Si hdo comprometeu a emergéncia das plantulas
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de arroz e cevada, respectivamente. Enquanto Tunes et al. (2014), constataram
aumento linear de plantulas emergidas com o incremento das doses de Si.

Estudos com nanoparticulas de Si em sementes, demostraram que os efeitos
benéficos proporcionados por esse elemento, sdo mais pronunciados em baixas
concentragfes, pois ao aumentar as concentragfes em torno da semente, essas
acumulam nos tecidos epidérmicos, melhorando a sustentabilidade da parede
celular, mas retardando a emissao da radicula e a germinacdo das sementes, por
conseguinte afeta o crescimento e desenvolvimento das plantulas
(JANMOHAMMADI; SABAGHNIA, 2015). Por outro lado, esse fortalecimento da
parede celular, assim como a ativacdo de componentes bioquimicos mediados pelo
Si, confere resisténcia as plantas contra estresses bidticos e abidticos (DEBONA et
al., 2017).

O comprimento de parte aérea aos 21 dias apdés a semeadura (CPA21d), foi
influenciado significativamente entre as fontes de Si com o incremento das doses.
No entanto, tanto para o crescimento como a producdo de massa seca de plantulas,
os resultados foram mais expressivos para a fonte de Agrosilicio®, quando avaliados
em casa de vegetacdo. Ja para a fonte de casca de arroz carbonizada, poucas
variaveis respostas quanto a qualidade fisiolégica das sementes foram significativas
ao incremento das doses, tanto em laboratdério, como em casa de vegetacao,
somente a MSTP e CPA21d apresentaram resultados positivos, respectivamente até
a dose de 101g Si 100 kg-* de sementes, e demostrando dessa forma que apesar da
fonte possuir cerca de 83,45% de Si, esse elemento pode néo estar totalmente
disponivel no meio, podendo estar assim, na forma amorfa com alto grau de
organizac&o, cuja a liberagio seja lenta com baixa solubilidade (DEUS; BULL, 2013).

Vale ressaltar que o maior crescimento das plantulas pode incrementar o
aproveitamento da radiacdo solar disponivel no inicio do ciclo, importante para o
processo fotossintético, bem como raizes bem desenvolvidas proporcionara maior
area de exploracéo e captacao de nutrientes e 4gua (TAIZ; ZEIGER, 2012).

Quanto a massa seca de raiz aos 21 dias apdés a semeadura (MSR21d),
verificou-se que independente da fonte de Si, com 0 aumento das doses houve
reducdo na producdo da massa seca das raizes, até as doses 104; 111 e 1359 Si
100 kg-! de sementes, para casca de arroz carbonizada, Agrosilicio® e silicato de
calcio, respectivamente. No entanto, ndo comprometeu o desenvolvimento da parte

aérea das plantulas. Efeito semelhante foi observado por Ribeiro et al. (2011) em
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mudas de café e Farias Junior et al. (2009) em arroz, quando as plantas foram
supridas com elevadas doses de Si. O crescimento das raizes varia conforme o0s
niveis de nutrientes, quando excedem um nivel 6timo o crescimento se torna limitado
(DURIEUX et al., 1994), e mesmo ocorrendo a diminuicdo da alocacédo dos recursos
para as raizes, a alocacdo para a parte aérea ndo para (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os resultados da avaliacdo da massa seca de raiz (MSR) das plantulas,
qguando realizadas em ambiente controlado e padronizado, através do método de
folha de papel germitest, ndo seguiu a mesma tendéncia na reducédo da massa seca
das raizes aos 21 DAS (MSR21d), talvez o tempo de avaliacao pode ter influenciado
nos resultados, uma vez que o teste em laboratorio foi realizado com cinco dias e o
de casa de vegetacdo em 21 dias.

Segundo Delavar et al. (2017), o Si aumenta 0s niveis de auxina em
plantulas, porém as raizes precisam de uma quantidade de concentracdo minima
para crescer, desta forma podemos supor que, com o aumento das doses de Si,
aumenta a concentracdo de auxina nas raizes, as quais podem ter afetado na
producdo de massa seca.

Para a concentracdo de Si em feijao, verificou-se que as fontes se
comportaram de forma distinta entre as partes da plantula. As fontes de silicato de
calcio e casca de arroz carbonizada, responderam de forma significativa entre as
doses de Si nas raizes, chegando os maiores incrementos da concentracdo até as
doses de 48 e 101g Si 100 kg-* de sementes, respectivamente, além de incremento
crescente em hipocétilos na fonte de silicato de calcio. Entretanto, a concentracédo
de Si nas folhas, s6 foi influenciada significativamente e positivamente pelas doses
na fonte de Agrosilicio®. Deus e Bull (2013), verificaram um incremento de 11,53%
no teor médios de Si em parte area de feijao, quando as plantas foram supridas com
silicato de célcio e magnésio, ja Alovis et al. (2014), observaram aumento linear com
a aplicacéo de doses de Si no solo. De acordo com Oliveira (2009), o feijao absorve
Si de forma rapida e intensa no inicio do seu desenvolvimento, sendo que essa
tendéncia de deposi¢cdo e acumulo esta diretamente relacionada com o aumento da
producdo de matéria seca.

Em relacéo a concentracdo meédia de Si em raiz, hipocétilo e folha, observa-
se que existe uma maior concentracdo do elemento nas raizes das plantulas de
feijdo. Tal deposicdo do elemento nas raizes também j& foi relatada em outras
especies, como tomate (HUANG et al, 2011), café (RIBEIRO et al.,, 2011) e
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pimentdo (FRENCH-MONAR et al., 2010). Essa maior retencédo da concentracdo de
Si nas raizes, provavelmente ocorre devido a baixa atividade dos transportadores do
processo de absorcdo/transporte de espécies como feijdo, que ocorrem
predominantemente por difusdo passiva ou metabolicamente controlada,
dependendo do teor de Si no meio (MITANI; MA, 2005). A maior parte de Si nas
raizes é constituinte da parede celular, sendo observado aumento da expansao
celular, lignificacdo e suberizacdo na presenca do Si, o que pode beneficiar as
plantulas durante os estagios iniciais, como pela maior resisténcia a doencas
radiculares por exemplo, entre outros fatores que interferem no desenvolvimento
satisfatorio das plantulas (HEINE et al., 2005; HUANG et al., 2011; FLECK et al.,
2011; MERWAD et al., 2018).

Quanto a concentracdo de Si em parte aérea de plantulas de feijdo, esses
resultados confirmam o que sdo encontrado na literatura, o qual classifica essa
espécie como uma planta ndo acumuladora, devido a baixa capacidade de acumular
0 Si na matéria seca na parte aérea (<5 g kg') (LIANG et al., 2006). Enquanto que
as plantas classificadas como acumuladoras, apresentam absorcado ativa do
elemento mediada por transportadores especificos, como Lsil (do solo para a raiz),
Lsi2 (da raiz para o xilema) nas células das raizes e Lsi6 na parte aérea,
apresentando uma acumulacdo de Si na matéria seca da parte aérea superior a 10
g.kg't (JONES; HANDRECH, 1987; MA et al., 2006, 2007; TUBANA et al., 2016).

Para a concentracdo de célcio em plantulas de feijao, verificou-se que o
incremento das doses de Si afetou negativamente a concentracdo de calcio, em
folhas pela fonte silicato de célcio e em raiz, pela casca de arroz carbonizada.
Entretanto, somente para a fonte de Agrosilicio® houve aumento da concentracédo
do elemento na raiz, até a dose de 96g Si 100 kg-* de sementes.

Decréscimo do teor de Ca e outros nutrientes foram verificados por Cunha et
al. (2012) em mudas de cafeeiro, Zanao Junior et al. (2013) em rosas e Freitas et al.
(2015) em arroz, quando as plantas foram supridas com Si. Segundo Marschner
(1995), existe uma relagao inversa entre a necessidade de Ca pelas plantas e a
habilidade desse nutriente em absorver o Si, tendo o Ca sua fungdo afetada na
presenca do Si, provavelmente por competir por ligacdes dentro da parede celular, ja
gue o Si é depositado nas paredes celulares e em espacos intercelulares como uma
fina camada de silica amorfa e o Ca, participa da formacdo de paredes celulares
(DAYOD et al., 2010).
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Quanto a sanidade das sementes, sabe-se que o0s patdgenos quando
associados as mesmas ou presentes no solo, podem levar a reducdo da
germinacao, emergéncia e crescimento das plantulas (MARCENARO; VALKONEN,
2016). No entanto, o transporte de patégenos nas sementes nao implica
necessariamente na sua transmissao (MACHADO; SOUZA, 2009). Segundo Braga
et al. (2003), sdo sempre 0s mesmos 0s patdgenos associados as sementes de
feijdo no Brasil e esses, podem causar sérios danos nas sementes. Foram
considerados patogénicos a cultura o Fusarium sp., Colletotrichum sp., Penicillium
sp. e o Aspergillus flavus, os quais causaram deterioracdo das sementes, podridédo
das raizes e caules, murcha, necrose e morte das plantulas (MARCENARO;
VALKONEN, 2016).

O Si vem sendo utilizado no controle de doencas em muitos patossistemas,
contribuindo na estratégia de controle integrado de doencgas, através do aumento da
resisténcia das plantas por meio da nutricdo mineral, o qual colabora para a reducao
da utilizacdo de fungicidas no sistema agricola (MARODIN et al., 2014; SOUZA et
al., 2015).

O processo de recobrimento é uma técnica menos agressiva ao meio
ambiente, que favorece o contato do micronutriente com as primeiras raizes
emitidas, durante a germinacdo e emergéncia das plantulas (TUNES et al., 2012;
CORLETT et al., 2014). Os nutrientes por sua vez, devem ser facilmente absorvidos
pelo sistema radicular, a fim de proporcionar melhores condicbes para um
crescimento rapido e vigoroso, para que as plantulas escapem da infeccédo inicial
causada pelos patdgenos, que estdo tanto associadas as sementes como 0s que
estdo presente no solo, principalmente durante o periodo inicial de desenvolvimento
(CORLETT et al., 2014; TUNES et al., 2014; LAMICHHANE et al., 2017).

Resultados benéficos da utilizacdo do Si, foram verificados na cultura do
arroz, por Dallagnol et al. (2013), na reducgéo de Bipolares oryzae em plantulas e por
Tunes et al. (2014), no controle de incidéncia de fungos nas sementes, entretanto
Roma-Almeida et al. (2016), ndo verificaram a reducdo da incidéncia dos patdégenos
nas sementes de arroz, produzidas com diferentes doses e fontes de Si.

O recobrimento das sementes de feijdo com as diferentes fontes e doses de
Si, ndo eliminaram os patégenos associados as sementes, 0S quais na grande

maioria ocorreram de forma esporadica entre as doses de Si.
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A maior incidéncia média entre os patdgenos ocorreu para o Fusarium sp.,
independente do tratamento. Mambrin et al. (2015), também constataram a presenca
desse género predominantemente em sementes de linhagens de feijdo, produzidas
na regiao central do Rio Grande do Sul. O Fusarium sp. causa podridao da raiz, colo
e hipocotilo, o qual compromete todo o sistema vascular das plantulas de feijéao
(MARCENARO; VALKONEN, 2016). Ja o C. lindemuthianum, apresentou uma das
mais baixas porcentagens de incidéncia nas sementes, independente do
recobrimento com doses e fontes de Si. Vale ressaltar que esse fungo, apresenta um
elevado poder disseminacédo e destruicdo das lavouras mesmo ocorrendo em baixas
porcentagens, principalmente quando encontra condi¢cdes ambientais favoraveis
para o seu desenvolvimento, sendo considerada uma praga de alto risco e que
guanto maior quantidade de in6culo nas sementes, maior sera a incidéncia e a
severidade da doenca no campo (SILVA et al., 2013; MARCENARO; VALKONEN,
2016; PEREIRA et al., 2018).

Desta forma, o recobrimento das sementes com as diferentes fontes de Si,
pode se enquadrar como um tratamento funcional, onde potencializa o papel das
sementes como agente veiculador de um produto benéfico, durante os estagios
iniciais da cultura, devido ao fornecimento adequado do elemento e fazendo com
que as plantulas respondam favoravelmente, crescam de forma vigorosa e com
melhor qualidade, apesar de nao ter controlado os patdégenos associados as

sementes de feijao.

2.5 Conclusoes

O recobrimento das sementes composto por Agrosilicio®, casca de arroz
carbonizada e silicato de célcio ndo altera a qualidade fisica das sementes.

Doses crescentes de Si proporciona plantulas vigorosas sem comprometer a
emergéncia final.

Silicato de calcio e CAC em diferentes doses elevam as concentractes de Si
na raiz, mas reduz a concentracdo de calcio (Ca), enquanto que o Agrosilicio®
aumenta a concentracao de Si em folha e do Ca na raiz.

Diferentes fontes e doses de Si, ndo controlam patégenos associados as

sementes de feijao.



3 CAPITULO Il - Mecanismos de defesa em plantulas de feijdo desencadeados

pelo silicio contra Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli

3.1 Introducéao

A murcha de Fusarium é uma das mais graves doencas do sistema vascular
da cultura do feijao (Phaseolus vulgaris L.) (XUE; WU, 2014). Ela é causada pelo
fungo Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp. phaseoli Kendrick & Snyder (FOP), que
sobrevive por longos anos no solo, fragmentos de restos culturais e em sementes
infectadas, as quais apresenta um dos meios mais eficaz de disseminacéo a longas
distancias, uma vez introduzido na area, torna a sua erradicacdo praticamente
impossivel (SILVA et al., 2014; HENRIQUE et al., 2015).

A penetracao do fungo no hospedeiro ocorre, geralmente, préxima a ponta
das raizes, mas pode ocorrer, também, por ferimentos e aberturas naturais.
Inicialmente, o patdgeno coloniza os espacos inter e intracelular do cortex e,
rapidamente, atinge os vasos do cilindro central do xilema, onde se espalham ao
longo dos vasos, ocorrendo a invasdo das partes superiores da planta, produzindo
assim uma grande quantidade de microconidios dentro dos vasos do xilema. A
rapidez da colonizacdo vai depender da agressividade do patégeno, o qual vai
proporcionar o colapso dos vasos, prejudicando drasticamente o transporte de agua
para a parte aérea, induzindo os sintomas tipicos da doenca, como na reducéo de
crescimento, amarelecimento das folhas, murcha e morte das plantulas e plantas
(SILVA et al., 2014; NINO-SANCHEZ et al., 2015; XUE et al., 2015; GARCES-
FIALLOS et al., 2017).

Com a finalidade de reduzir a intensidade da doenca, algumas estratégias de
manejo envolvem o0 uso de sementes sadias, para evitar a introducado do patdgeno
nas areas (MARCENARO; VALKONEN, 2016), rotacdo de culturas (BATISTA et al.,
2017) e a utilizacdo de cultivares resistentes (BORBA et al., 2017; GARCES-

FIALLOS et al., 2017). Todavia, o patdgeno apresenta alta variabilidade e viruléncia
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(HENRIQUE et al., 2015), o que dificulta o desenvolvimento de novas cultivares
resistentes, além de que sdo poucos 0s materiais genéticos que conferem essa
resisténcia completa (XUE et al., 2015; PEREIRA et al., 2018). Borba et al. (2017),
observaram que o fungo causa perdas mesmo em cultivares consideradas
resistentes, verificando a diminuicdo dos componentes de rendimento e chegando
drasticamente a morte total das plantas em cultivares mais suscetiveis da cultura do
feijdo. Desta forma, tendo em vista o potencial de dano da murcha de Fusarium e a
disponibilidade limitada de medidas efetivas para o seu controle, torna-se pertinente
a busca de novas estratégias que complementam a reducdo do dano e o aumento
da resisténcia do feijdo durante o estabelecimento inicial da cultura.

Uma das medidas alternativas é através da utilizacao de silicio (Si), pois esse
elemento apresenta resultados efetivos na reducdo de doencas em varios
patossistemas, além de proporcionar melhor desenvolvimento vegetativo as culturas
(DEBONA et al., 2017). O Si potencializa os mecanismos de defesa das plantas
contra patégenos, como na formacédo de uma barreira fisica, estando envolvido no
reforco da parece celular, através da resisténcia bioquimica, pela ativacdo de
enzimas de defesa, e a nivel molecular, regulando a expressédo de genes envolvidos
nas respostas de defesa (WANG et al.,, 2017). Os melhores resultados quanto a
reducdo da intensidade de doencas séo observados quando o elemento é absorvido
pelo sistema radicular, pois 0 Si se encontra na forma solavel dentro da planta
(DALLAGNOL et al., 2015). Assim, o processo de recobrimento das sementes com
nutrientes, pode ser uma alternativa que possibilita o contato do elemento com as
primeiras raizes emitidas durante o processo de germinacdo e emergéncia da
cultura (TUNES et al., 2012; CORLETT et al., 2014).

Efeitos benéficos sobre o crescimento das plantulas a partir de sementes
recobertas com Si, foram verificados em arroz (TUNES et al., 2014; OLIVEIRA et al.,
2016), cevada (CORLETT et al., 2014) e soja (RUFINO et al., 2017), em condi¢cbes
normais de cultivo. No entanto, ndo h& informagfes sobre os efeitos do Si em
plantulas de feijdo sobre condicdo de estresse causado por patdogenos, em especial
o F. oxysporum f. sp. phaseoli, tanto pelo desempenho do desenvolvimento inicial da
cultura como em nivel bioquimico.

Em tomate, o acumulo de Si nas raizes foi significativamente correlacionado
com a reducédo da gravidade da doenca causada por F. oxysporum f. sp. radicis-

lycopersici, devido ao atraso do inicio da infeccdo nas raizes e o movimento do
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patbgeno para a coroa e hipocétilos (HUANG et al., 2011). O Si proporcionou
aumento da resisténcia do feijdo a antracnose, que foi associada a regulagédo
positiva das enzimas antioxidantes como no aumento da superéxido dismutase,
ascorbato peroxidase, glutationa redutase, lipoxigenases, fenilalanina aménia liases
e na concentracao de metabdlitos como a lignina. Além disso, contribuiu na reducéo
de sintomas de antracnose e o0 aumento da concentracao de Si em folhas de feijéo
(POLANCO et al., 2012; POLANCO et al., 2014; CRUZ et al., 2014). Em mudas de
bananeira, Fortunato et al. (2012), observaram que os sintomas de F. oxysporum f.
sp. cubense, diminuiram nas raizes supridas com Si, devido ao aumento dos
compostos fendlicos soluveis totais, derivados de lignina-acido tioglicélico, além das
maiores atividades da fenilalanina amonia liases, peroxidases, polifenoloxidases,
b,1-3 glucanase e a quitinases. O fortalecimento da parede celular, através do
aumento da concentracdo de Si e da lignina nos tecidos radiculares, contribuiu para
0 aumento da resisténcia de mudas de bananeira contra a murcha de Fusarium
(FORTUNATO et al., 2014), e em algodao proporcionou acumulacdo de compostos
fendlicos e de lignina em células endodérmicas, as quais foram ativadas
rapidamente e intensamente gerando repostas defensivas nas células contra o F.
oxysporum f. sp. vasinfectum (WHAN et al., 2016).

Desta forma, para aumentar a compreensado dos mecanismos envolvidos no
controle do F. oxysporum f. sp. phaseoli, conferidos pelo recobrimento das sementes
com diferentes fontes de Si, o presente estudo objetivou verificar o desempenho das
plantulas durante a emergéncia, assim como na expressdo dos mecanismos
bioguimicos envolvidos nas respostas de defesa pos infeccdo em diferentes
momentos, através da mensuracdo do potencial fisiolégico das sementes/plantulas e
das atividades das enzimas oxidorredutoras ligadas ao estresse oxidativo
(superodxido dismutase, catalase, peroxidase e lipoxigenase), hidrolases que tem
acao direta sobre os constituintes da parede celular do patdégeno (quitinase), e da
resisténcia devido a respostas de defesa como o acumulo de compostos fendlicos,

derivados de lignina e concentragdo de Si em plantulas de feijao.



48

3.2 Material e Métodos

O estudo foi realizado na Universidade Federal de Pelotas, na sala de
incubacdo do Laboratério de Patologia de Sementes e no Laboratério de Interagédo
Planta Patégeno da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel FAEM/UFPel, Capao do
Ledo — RS.

3.2.1 Sementes utilizadas

Sementes de feijdo, cultivar BRS Expedito, obtidas na safra 2014/2015, com
germinacao inicial de 82%, foram desinfestadas numa sequéncia de imersdo em
alcool 70% (v/v), hipoclorito de sédio 1% (v/v) e trés imersdes em agua destilada e
esterilizada, durante 60 segundos em cada etapa (JUNGES et al., 2017).
Posteriormente, as sementes foram postas para secar sob papel filtro, em

temperatura ambiente, por 48 h.

3.2.2 Inoculacdo em sementes de feijao Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli

O isolado UFSMFOPOL1 de F. oxysporum f. sp. phaseoli utilizado no estudo, foi
fornecido pelo Laboratério de Fitopatologia da Universidade Federal de Santa Maria,
o qual foi isolado a partir de fragmentos de caule de plantas de feijao sintomaticas,
coletadas em é&rea de producdo de sementes no municipio de Primavera do Leste,
MT.

O fungo foi repicado em placas com meio de cultura de batata-dextrose-agar
(BDA) modificado (restricdo hidrica) com soluto sacarose (-0,6MPa) e incubados em
camara de crescimento por 15 dias, a temperatura de 20 + 1°C e com fotoperiodo de
12 h (COSTA et al., 2003). As sementes de feijao foram distribuidas aleatoriamente
sobre as placas e, levemente prensadas sobre o meio completamente colonizado
pelo fungo, enquanto que para o tratamento contendo sementes ndo inoculadas
(artificialmente), foram somente acondicionados sobre o meio de cultura modificado,
por 48 h, em temperatura de 20°C e fotoperiodo de 12h. Em seguida as sementes
foram removidas e distribuidas sobre papel filtro, em temperatura controlada de

20°C, por 48h, para que pudessem retornar ao teor de agua inicial. Posteriormente,
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foi realizada a avaliagdo de sanidade das sementes através do Blotter test (BRASIL,
2009b), sendo entdo confirmado a contaminacdo das sementes artificialmente com
100% de incidéncia, enquanto as que as sementes nao inoculadas néo
apresentaram infestacdo com o patégeno. Logo as sementes foram submetidas ao

processo de recobrimento com Si.

3.2.3 Aplicacao das fontes de silicio

O Si foi fornecido na forma de silicato de célcio e magnésio (Agrosilicio®,
composto de 10,5% de Si, 25% de calcio e 6% de magnésio) e cinza de casca de
arroz carbonizada (CAC, com 83,45% de Si). A forma de aplicacdo consistiu de
recobrimento das sementes, na dose de 90g de Si para 100 kg de sementes, mais
polimero (300mL) e agua (700mL) totalizando um volume de calda de 1L para 100
kg' de sementes.

O processo de recobrimento foi realizado manualmente, em sacos plasticos
de polietileno, sendo previamente feito uma mistura com agua, polimero e as
respectivas fontes de Si no interior do saco plastico e posteriormente, adicionado
200g de sementes, agitados por 2 minutos, até que o produto ficasse aderido
completamente. Apds o processo de recobrimento, para que ocorresse a secagem,
0s sacos contendo as sementes foram abertos e colocados para secar em
temperatura controlada de 20°C por 48h. No tratamento controle, sem o
recobrimento com Si (-Si) as sementes somente receberam uma calda de agua mais

polimero.

3.2.4 Semeadura

O solo utilizado foi do tipo Planossolo Hidromorfico Eutréfico Solodico, com
textura franco-arenosa, pertencente a unidade de mapeamento de Pelotas-RS
(STRECK et al., 2008). As caracteristicas quimicas do solo foram de pH em H20 de
5,0; 8,5mg dm= de P; 66mg dm= de K; 0,3cmolc dm= Ca; 0,4cmolc dm= Mg;
1,6cmolc dm Al; 4,2cmolc dm H+Al; 0,9cmol dm= SB; 5,1mg dm= CTC; 17,6% V;
MO 16,4g dm= e 6mg kg de Si.

A semeadura foi realizada em copos plasticos de 700mL, contendo

aproximadamente 400g de solo e vermiculita, na propor¢cao 2:1 (v/v), distribuindo
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cinco sementes por copo, em profundidade de 2cm. Primeiramente, o solo foi
peneirado e, juntamente com a vermiculita, foram esterilizados em autoclave por
duas vezes (120°C e latm, durante uma hora, com intervalo de 24h). Apés a
semeadura, os copos foram umedecidos com agua, obedecendo a capacidade de
campo de 60% de retencdo, sendo entdo incubados em sacos plasticos fechados
(para promover uma camera umida) por 96h. Os tratamentos foram mantidos em
sala de incubacdo com ambiente controlado de temperatura em 20 = 1°C e

fotoperiodo de 12h e irrigados sempre que necessario.

3.2.5 Delineamento experimental

O estudo foi separado em dois experimentos, o primeiro foi utilizado para
avaliar o desempenho inicial das plantulas de feijdo e o segundo para verificar a
incidéncia e a severidade da doenca em plantulas e as andlises bioquimicas.

3.2.6 Experimento 1 - Efeito da inoculacdo com F. oxysporum f. sp. phaseoli e do
recobrimento de sementes com silicio sobre o desempenho inicial de plantulas

de feijao

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 3 x 2, constituindo de trés fontes de Si [Agrosilicio®, CAC e o
controle (-Si)] e inoculacdo das sementes (inoculadas ou ndo com F. oxysporum f.
sp. phaseoli), utilizando-se quatro repeticdes. Cada repeticdo foi constituida de 50
sementes (10 copos plasticos, contendo 5 sementes cada), totalizando 200
sementes por tratamento para a avaliacdo da emergéncia de plantulas.

Foram realizadas avaliacbes diaria, até 13 dias apos a semeadura (DAS),
sendo contabilizadas na emergéncia final as sementes mortas, as plantulas
anormais infectadas (sintométicas) e as plantulas normais (aquelas que
apresentavam as folhas primarias expandidas), com resultados expressos em
porcentagens (NAKAGAWA, 1999).

Para avaliar o efeito da inoculacdo com F. oxysporum f. sp. phaseoli e do
recobrimento de sementes com as fontes de Si sobre o desempenho inicial de
plantulas de feijdo, as sementes foram submetidas aos testes de emergéncia, indice

de velocidade de emergéncia (IVE), comprimento de parte aérea, massa seca de
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raiz, hipocotilo e folha, determinacdo da concentracdo de Si em plantulas e
quantificacdo da faseolina em hipocatilos de feijéo.

Os dados da avaliacéao diaria da emergéncia foram utilizados para determinar
o IVE. Para tal, para cada repeticéo, foi aplicada a formula de Maguire (1962):

IVE: (E1+N1) + (E2+N2) + ... + (En+Nn)

Onde: IVE: indice de velocidade de emergéncia; E1, E2, Em: nimero de
plantulas normais computadas na primeira, segunda e ultima contagem e N1, N2, Nn:
namero de dias entre a semeadura e a primeira, segunda e ultima contagem.

A avaliacdo do comprimento de parte aérea foi realizada apds a contagem
final do teste de emergéncia, em dez plantulas normais de cada repeticdo que, apos
serem coletadas aleatoriamente, foram lavadas em agua corrente. Posteriormente,
com o auxilio de uma régua graduada, determinou-se o comprimento da parte aérea
das plantulas, sendo os resultados expressos em centimetros por plantula.

Para a determinacdo da massa seca, as plantulas avaliadas no teste de
comprimento foram separadas em raiz, hipocétilo e folha e acondicionadas em sacos
de papel, permanecendo em estufa de ventilacdo de ar forcado, regulada a
temperatura de 70°C por 72h. A massa seca total de parte aérea foi obtida pelo
somatoério da massa seca do hipocétilo e a massa seca da folha. Os resultados
foram expressos em gramas por plantula.

Ao final do experimento do teste de emergéncia, as plantulas restantes dos
tratamentos e repeticbes, foram separadas para a realizacdo da determinacdo da
concentracdo de Si em raiz, hipocétilo e folha. As plantulas coletadas foram lavadas
com &gua deionizada e separadas em suas respectivas partes, secas a 70°C
durante 72h e ap0s trituradas em moinho com peneira de 40 mesh. A concentragcéo
de Si (em g kg?) foi determinada com base na andlise colorimétrica de digestédo
alcalina de 0,1g de tecido seco (KORNDORFER et al., 2004).

Para a quantificacdo da faseolina em hipocotilos de feijdo foi utilizado a
metodologia proposta por Dixon et al. (1983), com modificagbes. Para tal, as
sementes de feijdo provenientes dos tratamentos, foram distribuidas uniformemente,
em quatro repeticbes de 10 sementes por tratamento, em rolo de papel germitest e
umedecidas com agua destilada na proporcgéo de 2,5 vezes a massa do papel seco.
Os rolos de papel foram acondicionados em sacos plasticos contendo pequenas
perfuracdes e depositados, verticalmente, em camera tipo BOD, a 25°C, no escuro.

ApoOs sete dias, quatro segmentos com 4cm, da regiao central do hipocétilo, foram
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destacados das plantulas e pesados em balanca de precisao (0,001g), sendo entao
transferidos para tubos de ensaio, contendo 10mL de etanol 98%. Os tubos de
ensaio foram mantidos a 4°C por 48h, e posteriormente agitados em mesa agitadora,
a 150rpm, com temperatura de 25°C por uma hora, para extracdo da faseolina. A
concentracdo da faseolina foi mensurada em espectrofotometro, a 280nm. Os
resultados foram expressos em unidade de absorbancia por grama por massa

fresco.

3.2.7 Experimento 2- Incidéncia e severidade da doenca e andlises bioquimicas
em plantulas de feijdo

Para avaliar o efeito do recobrimento das sementes com as fontes de Si na
expressédo dos mecanismos de defesa e sobre a incidéncia e severidade da doenca
em plantulas de feijao, utilizou-se delineamento experimental inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 3 x 2 x 5, constituido de trés fontes de Si
[Agrosilicio®, CAC e o controle (-Si)], efeito da inocula¢do (sementes inoculadas ou
nao com F. oxysporum f. sp. phaseoli) e o tempo de amostragem apds a inoculacao
[120; 168; 216; 264 e 312 horas apés a inoculacdo (hai)], com quatro repeticdes
(compostas por treze copos, com cinco plantulas cada).

Para cada tempo de coleta foram escolhidas, aleatoriamente, 10 plantulas de
cada repeticdo, sendo amostradas assim, 40 plantulas inoculadas e 40 plantulas néo
inoculadas por tratamento [Agrosilicio®, CAC e o controle (-Si)], sendo as mesmas
avaliadas quanto a incidéncia de sintomas da doenca em cada tempo de coleta.

As analises foram efetuadas na parte aérea das plantulas, sendo estas
separadas em folhas primarias e hipocotilo. As plantulas provenientes das sementes
nao inoculadas foram utilizadas como controle nas analises bioquimicas. As
amostras apo0s a avaliagcdo da incidéncia, foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e, apds, armazenadas em ultra freezer (-80°C) até a efetivagdo das
analises. Nestas amostras, foram determinadas as concentragfes de compostos
fendlicos solluveis totais e derivados de lignina-acido tioglicolico, assim como a
atividade das enzimas superoxido dismutase, catalase, peroxidase, lipoxigenase e
guitinases.

A avaliacdo da incidéncia da doenca em plantulas de feijdo, foi realizada em

cada tempo de amostragem (120, 168, 216, 264 e 312 hai), verificando-se
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visualmente os sintomas tipicos da doenca de acordo com o que foi apresentado no
Anexo A, para raiz, hipocétilo e folhas primarias de dez plantulas escolhidas
aleatoriamente. As plantulas foram coletadas, lavadas em agua corrente e, em
seguida, realizada a avaliacdo. Os resultados foram expressos em porcentagem de
incidéncia de sintomas (MAFFIA et al., 2007). Também foi determinado, no ultimo
tempo de amostragem (312 hai), a severidade final da doenga, utilizando as notas
descritas no Anexo A, para raiz, hipocotilo e folha.

Para a quantificacdo de compostos fendlicos solluveis totais (CFST) e
derivados de lignina-acido tioglicélico (DLATG) foram utilizadas amostras de 0,1g de
tecido, as quais foram maceradas em almofariz e pistilo, com auxilio de nitrogénio
liquido. O conteddo da maceracédo foi transferido para tubo de microcentrifuga e
homogeneizado com 1,5mL de metanol 80% (v/v). Em temperatura ambiente, o
extrato permaneceu em uma mesa agitadora a 200rpm por 12h. Posteriormente, 0
extrato metabdlico foi centrifugado a 12.000 x g por 4 minutos e o sobrenadante foi
transferido para outro microtubo, para a realizacdo da determinacdo da CFSTs,
sendo o residuo armazenado em ultra freezer (-80°C), para posteriormente ser
determinada a concentragéo de derivados de lignina-acido tioglicolico (DLATG).

Pelo método de Zieslin e Bem-Zaken (1993), com modificacbes, foi
determinado os CFSTs. Um volume de 0,75uL do reagente Fenol Folin-Ciocalteu
(0,25N) (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil); 0,75uL do extrato metabdlico; 0,75uL de
carbonato de sodio (1M), mais 1,5mL de agua destilada foram utilizados para o
extrato metabdlico de folha. Para o hipocotilo, foram utilizados 160pL do reagente
fenol folin-ciocalteu (0,25N); 160uL do extrato metabdlico; 160uL de carbonato de
sédio (1M) (Synth, Brasil), mais 1,5mL de agua destilada para realizar a leitura da
folha e do hipocotilo em espectrofotbmetro a 725nm (Bel® modelo UV-UM51). Os
resultados foram expressos em g de CFST g de matéria fresca.

O residuo alcodlico-insoluvel seco, obtido apds a extracdo dos CFSTs, que
continha lignina e acidos fendlicos associados a parede celular, foi utilizado para a
determinacdo da concentracdo de derivados de lignina-4cido tioglicélico (DLATG),
de acordo com a metodologia proposta por Barber e Ride (1988). Para tanto, o
residuo seco foi homogeneizado com 1,5mL de agua destilada e centrifugado a
12.000 x g durante 10 minutos; apds, o sobrenadante foi descartado e o precipitado,
colocado em estufa a 65°C por 24h. O residuo seco foi reidratado com 1,5mL de

solucéo acido tioglicolico e HCl a 2 N (1:10), agitado levemente e depois colocados
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em banho-maria por 4h a 100°C. Em seguida, os microtubos foram colocados por 10
minutos em gelo (4°C). Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 12.000 x g por
10 minutos, e o sobrenadante resultante foi descartado e o precipitado lavado com
1,5mL de agua destilada e centrifugado novamente a 12.000 x g durante 10 minutos.
Logo apés a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido em 1,5mL de NaOH a 0,5N. Em temperatura ambiente, a mistura
permaneceu por 12h em mesa agitadora (200rpm), sendo que transcorrido este
periodo, os microtubos foram centrifugados por 10 minutos a 12.000 x g € 0
sobrenadante foi transferido para um novo tubo. Ao sobrenadante, adicionou-se
200pg de HCI concentrado, sendo os tubos transferidos para a geladeira, onde
permaneceram por 4h, para que ocorresse a precipitacdo dos derivados da DLATG.
Apos, realizou-se uma nova centrifugacdo por 10 minutos a 10.000 x g, sendo o
sobrenadante descartado e o precipitado dissolvido em 2mL de NaOH a 0,5N. Em
espectrofotometro, a 280nm, foi medida a absorbancia dos derivados da DLATG e a
concentracdo expressa em pg g de MF, utilizando uma curva padrdo obtida com
diferentes concentracfes de lignina alcalina, éter 2-hidroxipropil (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO).

Para as atividades das enzimas, amostras de 0,59 de tecido foliar e de
hipocotilo foram maceradas com pistilo em um almofariz contendo nitrogénio liquido
até a obtencdo de um po fino. Posteriormente, o p6 foi homogeneizado com solugéo
de extracdo, composta de tampao fosfato de potassio (100mM pH6,8) que inclui
fluoreto de fenilmetilsulfonil (ImM) e polivinilpolipirrolidona (40mg). Em seguida, o
homogeneizado foi centrifugado a 12.000 x g durante 15 minutos a 4°C e logo apés,
o sobrenadante foi utilizado para determinar as atividades enzimaticas.

A atividade superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), foi determinada por
meio da quantificacédo colorimétrica da foto-reducdo do azul de nitrotetrazolio (NBT)
(Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) (RIBEIRO et al., 2014), em um meio de reacao
contendo 1.000uL fosfato de potassio 100 mM (pH 7,8), 400uL metionina 70mM,
EDTA 10uM, NBT 1mM, riboflavina 0,2uM, 390uL &gua destilada mais 20uL de
extrato vegetal de folha e 30uL para hipocadtilo. As leituras foram medidas em
espectrofotometro a 590nm (Bel® modelo UV-UM51). Uma unidade de SOD foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir a foto-reducdo do NBT
em 50% e os resultados foram expressos em unidade de SOD mg™? de proteina
(GIANNOPOLITIS; REIS, 1977).
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A atividade da enzima catalase (CAT, EC 1.11.1.6), foi definida através da
quantificacdo da degradacao do peréxido de hidrogénio (H202) (Merck, Sdo Paulo,
Brasil) (AZEVEDO et al., 1988). Para a mistura da reacéo foi utilizado 1.500uL do
tampdo fosfato de potassio 100mM (pH 7,5) contendo de H202 30% (2,5uL? do
tampao de reacdo) mais 20uL do extrato vegetal de folha e 25uL para hipocotilo. As
leituras foram medidas em espectrofotometro a 240nm sendo os resultados
expressos em umol de H202 degradado min mg de proteina.

A atividade da enzima peroxidase (POX, EC 1.11.1.7) foi determinada por
meio da quantificacdo colorimétrica da oxidacao do pirocatecol (Sigma-Aldrich, Sao
Paulo, Brasil). Sendo utilizado como meio de reacdo 475uL de &gua destilada,
375uL tampao fosfato de potassio 100mM (pH6,8), 300uL pirogalol 100mM, 300uL
H202 100mM, 10uL do extrato vegetal de folha e 45uL para hipocotilo. Para o célculo
da atividade foi utilizado o coeficiente de extingdo de 0,00247M* cm™? (CHANCE;
MAEHLEY, 1955). A atividade das enzimas POX foi expressa como mol de
purpurogalina produzida por min mg* proteina.

A atividade da enzima lipoxigenase (LOX, EC 1.13.11.12), foi determinada
conforme a metodologia descrita por Axelrod et al. (1981). Para o meio de reagéao foi
utilizado 2.000uL do tampédo de reacdo fosfato de s6dio 50mM pH6,0 e 30uL da
solucdo de substrato linoleato de sédio 10mM. A mistura foi incubada em banho-
maria a temperatura de 25°C, para estabilizacdo, por aproximadamente 4 minutos.
Foi adicionado ao meio de reacdo 20uL do extrato vegetal de folha e 30uL para o
extrato do hipocétilo no qual foi quantificado o aumento na absorbancia, em
espectrofotdometro a 234nm em um ensaio colorimétrico por 3 minutos. Os volumes
para a reacdo do branco foram os mesmos, porém sem o0 extrato vegetal. Foi
utilizado o coeficiente de extingdo molar 0,00250M cm™?, sendo a atividade
especifica expressa em mol mint mg* de proteina.

A atividade da quitinase (QUI, EC 3.2.1.14) foi determinada pela quantificacédo
colorimétrica da liberagdo de “p-nitrophenyl” clivado do substrato analogo da quitina
“p-nitrophenyl-B-D-N,N’-diacetylchitobiose” (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Foi
incubada a mistura da reacdo em 37°C por 2h, contendo 470uL do tampéo da
reacdo acetato de sédio 50mM pH 5,0, 10uL da solucdo do substrato p-nitrofenil-g-
D-N,N’-diacetilquitobiose (PNP) 2mg mLt, 40uL do extrato vegetal de folha e 160uL
para o extrato do hipocétilo. Imediatamente apds a adicdo do extrato foram

acrescentados 250uL de carbonato de sodio (Na2COs) 0,2M. A absorbancia foi
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determinada a 410nm, em um ensaio colorimétrico em espectrofotometro (Bel®,
modelo UV-UM51). Para o célculo da atividade subtraiu-se o valor da absorbancia
de cada amostra, do valor da absorbancia do controle (realizado similarmente a
mistura da reacdo, porém sem a adicdo do Na2COs e do extrato vegetal). Um
coeficiente de extingdo molar de 0,007M cm foi utilizado para calcular a atividade
da QUI, sendo os resultados expressos em mM de “p-nitrophenyl” produzido por min
mg? de proteina. A determinacdo de QUI em hipocétilos foi realizada somente nos
tempos de 120, 168 e 312 hai, faltando os tempos de 216 e 264 hai por insuficiéncia
de reagente.

A concentracdo de proteina de cada amostra foi determinada de acordo com
a metodologia proposta por Bradford (1976), a qual foi utilizada para os calculos da

atividade especifica das enzimas, utilizando albumina como padrao.

3.2.8 Andlise estatistica

Os dados obtidos apos atender os pressupostos iniciais de normalidade dos
residuos por Shapiro-Wilk e homogeneidade das variancias por Bartlett, foram
submetidos a andlise da variancia (ANOVA) e as médias dos tratamentos
comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) ou teste-t. Quando as variaveis ndo
atenderam os pressupostos foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste
de comparacdo multipla de Dunn. Determinou-se também correcdo de Spearman (r)
(ndo-paramétrica) para as combinagfes entre a incidéncia e severidade da doenca,
com a concentracdo de Si em plantulas de feijdo. As andlises foram realizadas
através do software SAS (SAS Institute, Inc., 1989, Cary, NC).

3.3 Resultados

3.3.1 Efeito da inoculagdao com F. oxysporum f. sp. phaseoli e do recobrimento de

sementes com silicio sobre o desempenho inicial de plantulas de feijao

N&o ocorreu interacao significativa entre o fator inoculagao e fonte de Si, para

as variaveis indice de velocidade de emergéncia (IVE), emergéncia final de plantulas
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(E), sementes mortas (SM), massa seca de folha (MSF) e de raiz (MSR), as quais
tiveram efeito significativo apenas do fator inoculacao (Tabela 10).

A presenca do F. oxysporum f. sp. phaseoli nas sementes afetou
significativamente o estabelecimento das plantulas de feijao, reduzindo em 26,6% o
IVE, 33% a emergéncia das plantulas e aumentou o nimero de sementes mortas e
plantulas anormais infectadas (sintomaticas), em relacdo as sementes nao
inoculadas (Tabela 10 e 11). A inoculacdo das sementes também afetou o
crescimento das plantulas, reduzindo em 22,5% e 15,4% a producdo de matéria

seca de folha e raiz (Tabela 10) e em 25% a massa seca de hipocotilo (Tabela 11).

Tabela 10. indice de velocidade de emergéncia (IVE), emergéncia (E), sementes mortas (SM), massa
seca de folha (MSF) e massa seca de raiz (MSR), provenientes de sementes inoculadas
ou ndo com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli independentemente da fonte de Si.

Inoculacéo IVE E (%) SM (%) MSF (g plantula?) MSR (g plantula?)
Inoculado 51b 47 b 38a 0,03 b 0,03 b
Nao inoculado 6,9 a 80 a 20b 0,04 a 0,04 a

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Para as variaveis plantulas anormais infectadas (PAIl), comprimento de parte
aérea (CPA), massa seca de hipocaétilo (MSH) e massa seca de parte aérea (MSPA)

houve interacdo entre fontes de Si e inoculacdo (Tabela 11).

Tabela 11. Porcentagem de plantulas anormais infectadas (PAI), comprimento de parte aérea (CPA),
massa seca de hipocétilo (MSH) e massa seca de parte aérea (MSPA) de sementes de
feijdo recobertas com fontes de Si, mediante a inoculagdo ou ndo com Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli.

Inoculacéo
Fontes de Si PAI (%) CPA (cm plantulat)
Inoculado N&o inoculado Inoculado N&o inoculado
Agrosilicio® 11 Ab 1Ba 24,11 Aa 26,50 Aa
CAC 16 Aa 2 Ba 23,78 Ba 26,77 Aa
Controle (-Si) 19 Aa 3 Ba 20,20 Bb 27,16 Aa
MSH (g plantula?) MSPA (g plantulal)
Inoculado N&o inoculado Inoculado N&o inoculado
Agrosilicio® 0,05 Aa 0,05 Aa 0,08 Aa 0,09 Aa
CAC 0,05 Aa 0,05 Aa 0,08 Ba 0,09 Aa
Controle (-Si) 0,04 Ba 0,06 Aa 0,07 Bb 0,09 Aa

*Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e minlascula na coluna, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

O recobrimento das sementes com a fonte de Agrosilicio® proporcionou
menor porcentagens de plantulas anormais infectadas (PAIl), em relacédo a CAC e ao

controle (-Si), quando provenientes de sementes inoculadas (Tabela 11).
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Para o comprimento e massa seca de parte aérea (CPA e MSPA) as fontes
de Si na presenca do fungo, proporcionaram maior desenvolvimento em relagéo a
auséncia de Si (controle). Sementes inoculadas e dos tratamentos com CAC e
controle (-Si) resultaram em menor CPA e MSPA, em comparagcdo com as nao
inoculadas. Ja para o Agrosilicio®, ndo houve diferenca significativa para o fator
inoculacao nessas variaveis (CPA e MSPA) (Tabela 11).

N&o se observou diferenca significativa entre as fontes de Si, para massa
seca de hipocotilo (MSH), no fator inoculacdo, nem para PAI, CPA, MSH e MSPA na
auséncia do F. oxysporum f. sp. phaseoli (Tabela 11).

Para a concentracdo de Si nas raizes, houve efeito significativo dos fatores
isolados, fonte de Si e inoculacdo, além de interacdo entre os mesmos. As fontes
Agrosilicio® e CAC, quando inoculadas, aumentaram a concentracdo de Si nas
raizes em 17,6% e 11,5%, respectivamente, em relacdo ao controle (-Si). Para as
ndo inoculadas, o Agrosilicio® aumentou a concentracdo de Si em 13,3 e 17,1%
em relacdo ao controle (-Si) e CAC, respectivamente. Ao comparar o efeito das
fontes a inoculacdo, o aumento da concentracdo foi maior somente para a CAC,

chegando a 10,6% em relagéo as néo inoculadas (Tabela 12).

Tabela 12. Concentragdo de silicio (Si) em raizes de plantulas de feijao, provenientes de sementes
inoculadas ou ndo com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli e recobertas com diferentes
fontes de silicio.

Inoculacéo
Fontes de Si Inoculado N&o inoculado
Raiz (g kg?)
Agrosilicio® 15,97 Aa 16,05 Aa
CAC 14,87 Aa 13,29 Bb
Controle (-Si) 13,16 Ab 13,91 Ab

*Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p<0,05).

N&o houve interacdo entre as fontes e a inoculacdo para a concentracéo de Si
no hipocétilo, somente efeito dos fatores isolados. Sementes recobertas com
Agrosilicio® apresentaram aumento de 7% em relacdo ao controle (-Si), porém sem
diferir significativamente do tratamento CAC (Tabela 13). Para a concentracdo de Si
em sementes inoculadas com o patégeno no hipocotilo, incremento de 8,6% em
relacdo as néo inoculadas foram verificadas. Quanto a concentragao de Si na folha,
nao houve diferengas significativas entre as fontes e nem para o efeito da inoculagao
(Tabela 13).
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Tabela 13. Concentragéo de silicio (Si) em hipocétilo e folha de plantulas de feijao, provenientes de
sementes inoculadas ou ndo com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli e recobertas com
diferentes fontes de silicio.

Tratamentos Hipocatilo (g kg™?) Folha (g kg1)
Agrosilicio® 3,57 a 590 a
CAC 3,39 ab 575a
Controle (-Si) 3,32 b 5,86 a
Inoculado 3,58 a 592a
N&o inoculado 3,27b 575a

*Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, para fontes de silicio ou inoculagdo, pelo
teste de Tukey (p=<0,05).

No que se refere a inducéo de faseolina, houve maior acimulo da mesma, em
hipocotilos provenientes de sementes inoculadas, apresentando aumento de 12,1%

em relagcdo as sementes sem inoculacdo (Tabela 14).

Tabela 14. Indugdo de faseolina em hipocotilos de feijao, provenientes de sementes inoculadas ou
nao com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli.

Inoculacéo Faseolina (ABS(280nm)/g.p.f)
Inoculado 0,99 a
Nao inoculado 0,87 b

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.3.2 Incidéncia e severidade da doenca e andlises bioquimicas em plantulas

de feijao

No apéndice (apéndice B e C) estdo os resultados do quadro da andlise de
variancia, dos fatores tempo apés a inoculacédo, fontes de silicio e com e sem
inoculacao do patdgeno, e suas interacdes avaliadas para hipocétilo e folha, a fim de
melhor compreender os resultados apresentados a seguir.

3.3.2.1 Incidéncia e severidade da doenca em plantulas

N&do foram observados incidéncia da doenca em plantulas, oriundas de
sementes ndo inoculadas e nem nas raizes independente da inoculagdo (dados néo
apresentados), nos diferentes tempos.

As incidéncias de danos foram verificadas em hipocotilos e folhas
provenientes de sementes inoculadas com o FOP, a partir das 168 hai (Tabela 15 e
16).

Para incidéncia da doenca em hipocatilos, ndo foram observadas interagdes

entre os fatores tempo e fontes de Si, somente para os fatores isolados. As
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incidéncias de dano nos diferentes tempos de coleta, diferiram significativamente
somente das 120 hai (Tabela 15).

Quanto as fontes de Si, observou-se que independente do recobrimento das
sementes, todas as plantulas oriundas das sementes inoculadas apresentaram
incidéncia de dano da doenc¢a no hipocoétilo, que variaram de 3 a 6%, as quais ndo
diferiram significativamente (Tabela 15). Como sintomatologia, foi observada
descoloracéo vascular no hipocaétilo, com pequenas estrias longitudinais deprimidas

logo abaixo dos cotilédones, com comprimentos que variaram de 0,5 a 4,5cm.

Tabela 15. Incidéncia de dano da doenca no hipocétilo de feijao, provenientes de sementes
inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, avaliadas em diferentes tempos
(hai) e recobertas com diferentes fontes de silicio.

Tratamentos Incidéncia de dano no hipocétilo (%)
120 Ob
168 5a
216 5a
264 5a
312 11a
Agrosilicio® 3a
CAC 6a
Controle (-Si) 6a

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, para horas apo6s a inoculacdo ou fonte de
silicio pelo teste de Dunn (p<0,05).

Para incidéncia de dano da doenca em folha houve interacdo significativa
para as fontes de Si e tempo de amostragem (hai). Foram observadas incidéncias de
doenca nas folhas a partir das 168 hai entre os tratamentos, entretanto o
Agrosilicio® diferiu significativamente a partir das 216 hai da CAC e do controle (-Si),

apresentando os menores valores para esta variavel (Tabela 16).

Tabela 16. Incidéncia de dano da doenca em folhas de feijao, provenientes de sementes inoculadas
com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, avaliadas em diferentes tempos (hai) e
recobertas com diferentes fontes de silicio.

Fontes de Silicio

Horas ap0s a inoculacéo

Agrosilicio® (%) CAC (%) Controle (-Si) (%)
120 0 Ab 0 Ab 0 Ab
168 15 Aa 35 Aab 23 Ab
216 18 Ba 60 Aa 48 Aa
264 18 Ba 63 Aa 63 Aa
312 30 Ba 65 Aa 68 Aa

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna nédo diferem entre si
pelo teste de Dunn (p<0,05).

Quanto ao efeito das fontes de Si em cada tempo de amostragem,

verificamos que o tratamento Agrosilicio® diferiu significativamente somente as 120
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hai dos demais tempos, o controle (-Si) a partir das 216 hai, assim como para CAC a
pesar de nao diferir das 168 hai, resultando nas maiores incidéncias a parir desses
tempos (Tabela 16). As folhas apresentaram sintomas de clorose, que chegaram até
50% de area afetada (Anexo A).

N&o houve diferengas significativas entre as fontes de Si, quanto a severidade
final avaliada em hipocatilo e folha feijdo, oriundas de sementes inoculadas (dados
nao apresentados).

Os resultados de correlacdo (r) indicaram, correlacdo significativa e positiva
para incidéncia e severidade da doenca em hipocotilo (IH e SH) e folha (IF e SF),
com a concentracdo de Si no hipocotilo (SiH); incidéncia no hipocétilo (IH) com IF,
SH e SF; incidéncia na folha (IF) com SH e SF; e, entre severidade no hipocatilo
(SH) com a SF (Tabela 17).

Tabela 17. Coeficiente de correlagdo de Spearman (r), entre os resultados de concentragéo de silicio
em raiz (SiR), hipocoétilo (SiH) e folha (SiF); incidéncia e severidade da doengca em
hipocétilo (IH e SH) e folha (IF e SF) respectivamente, provenientes de sementes
inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli e recobertas com diferentes fontes

de silicio.
SiR (g kg?) SiH (g kg?) SiF (g kg?) IH (%) IF (%) SH (%)

SiH g kg?) -0,16"
SiF (g kg?) -0,31ns -0,11ns
IH (%) 0,02ns 0,51* 0,26
IF (%) -0,09ms 0,56* 0,16 0,71*
SH (%) 0,07ms 0,54* 0,10rs 0,88* 0,60*
SF (%) -0,05"s 0,77* -0,13s 0,64* 0,81* 0,7*

ns_r: ndo significativo; *, r: significativo (p < 0,05).

3.3.2.2 Concentracdo de CFSTs e derivados de LATG

3.3.2.2.1 Hipocatilo

Em hipocotilos, ndo foram observadas interacdes entre os fatores tempo,
fonte e inoculacdo, somente para os fatores isolados tempo e inoculacdo para a
concentracdo de compostos fendlicos soluveis totais (CFSTs). Em relagcédo ao tempo,
a concentracdo de CFSTs teve maior conteudo nos hipocotilos as 168, 216 e 264
hai, quando comparadas ao primeiro (120 hai) e ultimo tempo da avaliagédo (312 hai)
(Figura 1 A). Ja para o fator inoculacéo, a concentracdo de CFSTs em hipocotilos de
feijdo foi significativamente menor em 10,8% quando provenientes de sementes

inoculadas em comparacao com as nao inoculadas (Figura 1 B).
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Figura 1. Concentragao de compostos fendlicos soluveis totais (CFSTs), em hipocotilo de plantulas de
feijdo, nos diferentes tempos apds inoculagdo (A) e em sementes inoculadas ou nao
inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (B). Barras representam o desvio
padrao da média. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de

Tukey (p<0,05).

InteracOes entre tempo e fonte (Figura 2 A) e inoculacéo e fonte (Figura 2 B)

ocorreram para concentracao de derivados de lignina-acido tioglicélico (DLATG).
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Concentragado de derivados lignina-acido tioglicolico (DLATG), em hipocétilos de plantulas
de feijdo, oriundas de sementes recobertas com fontes de Si e avaliadas em diferentes
tempos apds inoculagéo (A) inoculadas e nao inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli (B). Barras representam o desvio padréo da média. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05) (A). Médias seguidas pela mesma
letra maiuscula entre as fontes e minuscula na fonte nao diferem entre si pelo teste de

Tukey (p<0,05) (B).
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A concentracdo de DLATG foi maior as 312 hai, em hipocétilos provenientes
de tratamentos com sementes recobertas com Si, quando comparadas com o
controle (-Si), representando um aumento de 23,8% e 32,7% para CAC e
Agrosilicio®, respectivamente (Figura 2 A). Quanto as fontes, o fungo proporcionou
maior concentracdo de DLATG em hipocétilos, em relagdo as ndo inoculada no
tratamento controle (-Si), e essas foram significativamente menor em relagcdo ao
Agrosilicio® e a CAC (Figura 2 B).

3.3.2.2.2 Folha

Sementes inoculadas e recobertas com Agrosilicio®, proporcionaram, em
folhas de plantulas de feijao, aumento significativo da concentracdo CFSTs somente
as 216 hai; entretanto, a concentracdo foi menor as 120 hai. O mesmo efeito da
menor concentracdo foi verificado, as 168 hai, no controle (-Si), em comparacao as
nao inoculadas. Ja para a CAC nao foram observadas diferencas significativas entre
a inoculacao, para cada tempo de amostragem (Figura 3 A, B e C).

Folhas provenientes de sementes inoculadas ndo apresentam diferencas
significativas quanto as fontes de Si para CFSTs, enquanto que na auséncia do
patégeno houve maior concentracdo em folhas oriundos do controle (-Si) nos tempos
de 168 e 216 hai, diferindo significativamente no primeiro tempo da CAC e no
segundo do Agrosilicio® (Figura 3 A, B e C).

Diferengas significativas quanto a concentragdo de DLATG em folhas foram
observadas somente para o fator tempo, onde aumento significativo em resposta a
inoculacao, foi verificado para o recobrimento das sementes com Agrosilicio® as 120
hai, para CAC as 264 hai e para o controle (-Si) as 264 e 312 hai. Entretanto, foi
menor as 168 hai no controle (-Si), quando comparando com as nao inoculadas.
Para fonte de Si e inoculagdo n&o houve diferengas significativas para DLATG
(Figura3 D, EeF).
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Figura 3. Concentragcao de compostos fendlicos soluveis totais (CFSTs) (A, B e C) e derivados lignina-
acido tioglicdlico (DLATG) (D, E e F), em folhas de plantulas de feijao, onde as sementes
foram recobertas com Agrosilicio® (A e D), casca de arroz carbonizada (CAC) (B e E) e
sem o recobrimento (controle (-Si)) (C e F), e inoculadas ou n&o inoculadas com Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli. Barras representam o desvio padrdo da média. Médias de
sementes inoculadas, seguidas por um asterisco (*) sdo diferentes (p<0,05) pelo teste t das
nao inoculadas, no mesmo tempo e tratamento. Letras minusculas representam diferencas
significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey quando comparado sementes ndo inoculadas
recobertas com diferentes fontes de silicio (Si).

3.3.2.3 Atividade das enzimas SOD, CAT, POX, LOX e QUI

3.3.2.3.1 Hipocatilo

Sementes inoculadas e recobertas com Agrosilicio® proporcionaram, no
hipocdtilo das plantulas de feijao, aumento significativo na atividade das enzimas
SOD, as 216 hai, e POX, as 120 e 312 hai. Entretanto, foi menor para SOD, CAT e
LOX as 120, 168 e 216 hai, respectivamente, em comparacdo as ndo inoculadas
(Figura4 A, D, G e J).

No tratamento com CAC, plantulas oriundas de sementes inoculadas,
apresentaram aumento na atividade especifica da SOD, as 168 hai, da CAT as 168
e 264 hai, POX as 264 e 312 hai e LOX as 264 e 312 hai. No entanto, a atividade da
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enzima LOX foi significativamente menor nas sementes inoculadas, as 120 e 216

hai, quando comparadas as néo inoculadas (Figura 4 B, E, H e L).
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Figura 4. Atividade das enzimas superoxido dismutases (SOD) (A; B e C), catalases (CAT) (D, E e F),
peroxidases (POX) (G, H e I) e lipoxigenases (LOX) (J, L e M), em hipocétilo de plantulas de
feijdo, onde as sementes foram recobertas com Agrosilicio® (A, D, G e J), casca de arroz
carbonizada (CAC) (B, E, H e L) e sem o recobrimento (controle (-Si)) (C, F, | e M), e
inoculadas ou nao inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli. Barras representam
o desvio padrdo da média. Médias de sementes inoculadas, seguidas por um asterisco (*)
sdo diferentes (p<0,05) pelo teste t das ndo inoculadas, no mesmo tempo e tratamento.
Letras minusculas representam diferencgas significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey quando
comparado sementes ndo inoculadas recobertas com diferentes fontes de silicio (Si). Letras
maiusculas representam diferencas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey entre
sementes inoculadas recobertas com fontes de Si.
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No controle (-Si), aumentos na atividade das enzimas SOD e CAT foram
verificados as 168 e 312 hai, respectivamente, a POX, as 120 e 312 hai, e para a
LOX, as 312 hai, quando provenientes de sementes inoculadas. Entretanto, a
atividade da enzima LOX foi menor as 120 hai, quando comparadas em hipocotilos
de plantulas oriundas de sementes néo inoculadas (Figura4 C, F, | e M).

Os tratamentos CAC e controle (-Si) inoculados, apresentaram as maiores
atividades para SOD em hipocotilos as 168 hai, guando comparadas ao Agrosilicio®.
As 312 hai a fonte com Agrosilicio® apresentou a menor atividade quando
comparada com a CAC, no entanto, nao diferiram significativamente do controle (-
Si). Essa mesma tendéncia foi verificada para sementes néo inoculadas neste ultimo
tempo (312 hai) (Figura4 A, B e C).

Quanto a atividade da CAT, verificou-se que as fontes Agrosilicio® e CAC,
proporcionaram maior atividade, quando comparadas ao controle (-Si), as 264 hai,
em hipocétilos inoculados. Em relagdo a auséncia do patégeno, a maior atividade da
CAT foi observada para o tratamento com Agrosilicio®, nos tempos de 168, 264 e
312 hai; no entanto, o tempo de 264 hai ndo diferiu significativamente do controle (-
Si) e aos 312 hai, do tratamento com CAC (Figura4 D, E e F).

Para a POX, a atividade foi significativamente influenciada entre os
tratamentos as 168 hai, onde verificou-se aumento inicial da enzima no controle (-
Si), quando comparadas com a CAC, porém sem diferirem significativamente do
Agrosilicio® em hipocétilos oriundos de sementes inoculadas. A atividade da enzima
foi superior no Agrosilicio®, nos tempos de 216 e 312 hai; enquanto que, a CAC teve
aumento da atividade as 264 e 312 hai, no entanto sem diferir significativamente no
altimo tempo, das demais fontes de recobrimento das sementes. Hipocoétilos
provenientes de sementes ndo inoculadas e recobertas com CAC, apresentam a
menor atividade da enzima POX as 264 hai, em comparagdo com o controle (-Si) e
ao Agrosilicio®, contudo teve um pico da atividade as 312 hai, diferindo
significativamente das demais fontes (Figura4 G, H e I).

A maior atividade da enzima LOX, quando na presenca do fungo, foi
observada no controle (-Si), as 168 hai, diferindo significativamente das fontes de Si,
enquanto que a CAC apresentou a maior atividade as 264 hai (Figura 4 J, L e M).
Para as sementes ndo inoculadas nao se observaram diferengas significativas entre

as fontes para as enzimas LOX (Figura 4 J, L e M) e QUI (Figura4 A, B e C).
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No que se refere a atividade da enzima quitinase (QUI), o recobrimento das
sementes com CAC, em sementes inoculadas, resultou em maior atividade desta
enzima no hipocdtilo as 312 hai, quando comparadas com o controle (-Si) e
Agrosilicio®, sendo na fonte de Agrosilicio® observado a menor atividade (Figura 5
A, Be(C).
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Figura 5. Atividade da enzima quitinase (QUI) (A, B e C) em hipocoétilo de plantulas de feijao, onde as
sementes foram recobertas com Agrosilicio® (A), casca de arroz carbonizada (CAC) (B) e
sem o recobrimento (controle (-Si)) (C), e inoculadas ou nado inoculadas com Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli. Barras representam o desvio padrdo da média. Médias de
sementes inoculadas, seguidas por um asterisco (*) diferem significativamente (p<0,05) pelo
teste t das ndo inoculadas, no mesmo tempo e tratamento. Letras maiusculas representam
diferencas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey entre sementes inoculadas e
recobertas com fontes de Si.

Aumentos da QUI em 57,5% e 51% na presenca do fungo em relacdo as
sementes ndo inoculadas as 312 hai, foram verificados para a CAC e controle (-Si),
respectivamente. Para o Agrosilicio® ndo houveram diferengas significativas para a

inoculacao nos diferentes tempos de avaliacdo (Figura 5 A).
3.3.2.3.2 Folha

Nas folhas provenientes de sementes inoculadas e recobertas com
Agrosilicio®, ocorreu aumento significativo das atividades das enzimas SOD, as 120
hai, POX as 264 hai e QUI, as 216 e 264 hai; entretanto, foi menor para POX as 312
hai, quando comparada as nao inoculadas (Figura 6 A, D e G).

Para o recobrimento com CAC foi observado, que quando na presenca do
patdgeno, a atividade da enzima POX aumentou a partir das 216 hai, quanto a QUI
teve a maior atividade as 264 hai, em comparacao as nao inoculadas (Figura 6 B, E
e H).
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Aumento significativo na atividade das enzimas também foi verificado no

tratamento controle (-Si), em sementes inoculadas com o fungo. A atividade da SOD

e QUI foi maior as 168 hai, entretanto menor as 264 hai na SOD, quando

comparadas com as nao inoculadas (Figura 6 C e 1). Para a POX, ndo houveram

diferencas significativas entre a inoculacdo em cada tempo (Figura F).
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Atividade das enzimas superéxido dismutases (SOD) (A; B e C), peroxidases (POX) (D, E e
F) e quitinases (QUI) (G, H e I), em folhas de plantulas de feijédo, onde as sementes foram
recobertas com Agrosilicio® (A, D e G), casca de arroz carbonizada (CAC) (B, E e H) e sem
o recobrimento (controle(-Si)) (C, F e 1), e inoculadas ou nédo inoculadas com Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli. Barras representam o desvio padrdao da média. Médias de
sementes inoculadas, seguidas por um asterisco (*) sdo diferentes (p<0,05) pelo teste t das
nao inoculadas, no mesmo tempo e tratamento. Letras mindsculas representam diferencas
significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey quando comparado sementes ndo inoculadas
recobertas com diferentes fontes de Si. Letras mailsculas representam diferengas
significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey entre sementes inoculadas recobertas com fontes

de Si.

Quando avaliamos sementes inoculadas dentro das fontes de recobrimento

das sementes, verificamos que ndo houveram diferencas significativas para a SOD
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(Figura 6 A, B e C), enquanto que a CAC proporcionou aumento da enzima POX ao
longo das horas ap0s a inoculagdo, a partir das 216 hai e diferindo significativamente
do Agrosilicio® e do controle (-Si) (Figura 6 D, E e F). Ja a atividade da QUI teve um
pico as 264 hai na fonte de CAC, diferindo significativamente do controle (-Si); no
entanto, foram estatisticamente iguais ao Agrosilicio® (Figura 6 G, H e I).

Comparando sementes nédo inoculadas, verifica-se que o recobrimento das
sementes com Agrosilicio® e CAC proporcionaram maior atividade da enzima SOD
guando comparada com o controle (-Si), as 168 hai (Figura 6 A, B e C). Para a
enzima POX, o controle (-Si) obteve a maior atividade quando comparada com a
fonte de Agrosilicio®, sem diferirem significativamente da CAC, as 216 hai (Figura 5
D, E e F). Ja para a QUI o maior acumulo nas folhas correu para o Agrosilicio®, as
168 hai, em comparacdo ao controle (-Si) e a CAC, quando provenientes de
sementes nao inoculadas (Figura 6 G, H e I).

InteracOes entre tempo e fontes de Si (Figura 7 A) e inoculagao e fonte de Si
(Figura 7 B) ocorreram para a enzima CAT. Nos tempos de 120, 216 e 312 hai
ocorreram diferencas significativas para as fontes de Si, sendo observadas as
maiores atividades no controle (-Si), o qual diferiu significativamente do tratamento
com Agrosilicio®, nos tempos de 120 e 216 hai, e da CAC, as 312 hai (Figura 7 A).

Quanto as fontes de Si em relacdo a inoculacdo, a menor atividade da CAT foi
verificada em sementes recobertas com CAC na presenca do patdégeno, quando
comparadas com o Agrosilicio® e o controle (-Si), e também na comparacao da
inoculacao dentro da fonte (Figura 7 B).

Para a enzima LOX interacdes significativas ocorreram entre tempo e fonte
(Figura 7 A) e inoculacdo e tempo (Figura 7 B). A atividade da LOX foi
significativamente maior as 120 e 216 hai para o controle (-Si) em comparacdo com
0 Agrosilicio® e CAC, no entanto sem diferir as 216 hai da CAC. No tempo de 264
hai, a maior atividade foi verificada na CAC quando comparado com o controle (-Si),
nao diferindo significativamente do Agrosilicio® (Figura 7 C).

Quanto a inoculagéo dentro de cada tempo, a maior atividade da enzima LOX,
foi verificada para as néo inoculadas as 120 e 216 hai e na presenca do patégeno as
264 hai (Figura 7 D).



70

30 30
(A) Agrosilicio® (B) B noculado
- 25 1 CAC . s 25 | [ Néo inoculado
£ Controle (-Si) - T
b - Aa AaAa
=T T . 20 1 Aa Aa
S z |
° % 15 1 Bb
5 s
:‘. 10
(&)
5
%
%
: : ; Z 0 : : :
168 216 264 312 Agrosilicio CAC  Controle
Horas apds inoculagao Fontes
1,6 1 1,6 1
(D)

1,4 1 1,4 1
- a
g 121 1,21 2
E g 1,0 | 1,0 1 bI b ns

ns

5808 038 8
E206
h ; 0,6 1 "
o
-4 04 0,4 1

0,2 1 0,2 1

0,0 AL L L AE 0,0 A - T T

120 168 216 264 312 120 168 216 264 312
Horas apés inoculagdo Horas apés inoculagédo

Figura 7. Atividades das enzimas catalases (CAT) (A e B) e lipoxigenases (LOX) (C e D) em folhas de
plantulas de feijdo, onde as sementes foram recobertas com Agrosilicio®, casca de arroz
carbonizada (CAC) e sem o recobrimento (controle (-Si)), e inoculadas ou ndo inoculadas
com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli. Barras representam o desvio padrdo da média.
Médias seguidas pela mesma letra dentro de cada tempo, ndo diferem entre si, pelo teste
de Tukey (p<0,05) (A, C e D). Médias seguidas pela mesma letra maiuscula entre as fontes
de Si e minuscula na fonte de Si ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05) (B). ns: nao significativo.

3.4 Discussao

A associagcdo do F. oxisporum sp. phaseoli nas sementes, comprometeu o
crescimento e estabelecimento inicial das plantulas de feijdo. Causou morte das
sementes, enfraqueceu-as e provocou anormalidades nas plantulas, sendo

observado ao redor dos cotilédones abundante formacé&o de micélio, o qual dificultou
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a emissdo das folhas priméarias. Danos em pré e pos emergéncia causados por
Fusarium spp. em sementes de feijdo também ja foram relatados por Marcenaro e
Valkonen (2016). De acordo com Naseri e Mousavi (2015), esta doenca quando
presente nas raizes das plantas, resulta em infestacdo nas sementes colhidas de até
40%. Consequentemente, se ndo forem utilizadas medidas preventivas de controle,
a introducdo ou o aumento da populacdo do fungo no solo podera causar sérios
danos nas areas agricolas.

Os fornecimentos do Si por meio do recobrimento das sementes
proporcionaram as plantulas, quando inoculadas com o fungo, maior crescimento
além de um menor nimero de plantulas anormais na emergéncia final. Resultados
positivos do efeito benéfico do Si, foram relatados por Dallagnol et al. (2013), onde
as plantas supridas com Si, originaram sementes vigorosas e proporcionaram
plantulas com menor incidéncia de sintomas causados por Bipolares oryzae.
Incremento do vigor das plantulas por meio do recobrimento das sementes com Si
também foram relatados por Tavares et al. (2011), Tunes et al. (2014) e Oliveira et
al. (2016) em arroz; por Corlett et al. (2014) em cevada e por Rufino et al. (2017) em
soja, em condicdes normais de cultivo. Quando na auséncia do patdgeno, no
presente trabalho ndo foi possivel observar o efeito do Si, sobre o vigor das
plantulas de feij&o.

O tratamento das sementes por meio da nutricdo das plantulas, € uma das
medidas preventivas na pratica de controle de doencas de pré e pos emergéncia, no
manejo integrado de doencas (LAMICHHANE et al., 2017). Isso se deve ao fato de
gue a disponibilidade adequada de nutrientes nas sementes, em contato direto com
a emissao das primeiras raizes, supre as necessidades iniciais das culturas (TUNES
et al.,, 2012), aumentando a taxa de crescimento, a germinacdo das sementes e 0
vigor das plantulas, fazendo com que estas escapem rapidamente das condi¢cfes de
estresse, limitando o periodo de tempo em que o fungo pode infectar a semente e as
plantulas durante o processo germinativo no solo (LAMICHHANE et al., 2017).

O feijdo é uma espécie de planta que tem capacidade de acumular baixas
concentragdes foliares de Si, como a maioria das dicotiledoneas. Por outro lado,
pode apresentar altas concentracdes deste elemento em tecidos radiculares, o que a
classifica como uma espécie ndo acumuladora e/ou exclusora do Si. A alta
concentracdo de Si nas raizes ocorre devido, a falta e a falha de transportadores

especificos de Si das células corticais para o xilema, o qual pode ficar retido nas
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camadas de suberina presente na endoderme das raizes (RAVEN, 2001; MITANI,
MA, 2005).

O elemento é absorvido na forma de acido monossilicico (H4SiO4), de modo
passivo por fluxo de massa, o qual esta relacionado a difusdo a favor do gradiente
de concentracdo, de uma solugcdo mais concentrada para uma menos concentrada.
A sua distribuicdo ocorre via xilema para a parte aérea e, a quantidade depositada
na forma de acido polimerizado (silica amorfa) nas paredes externas das células
epidérmicas das folhas, depende da quantidade disponivel no meio e também da
taxa de transpiracdo, sendo o transporte ou acumulo regulado entdo pelo fluxo de
transpiracdo ou desencadeado por um estimulo a protecdo das plantas contra
condicBes de estresse num processo de difusdo ativa (HAYNES, 2017).

As sementes recobertas com fontes de Si foram capazes de reter maior
concentracdo de Si, tanto nas raizes como no hipocétilo quando em condicao de
estresse causado pelo patégeno. Além do mais, a fonte de CAC aumentou o seu
depdsito apds a infecdo, demonstrando um possivel efeito defensivo contra o ataque
do fungo. Correlacdo positiva e significativa foi observado para a concentracéo de Si
no hipocotilo, com incidéncia e severidade da doenca em plantulas provenientes de
sementes inoculadas com o fungo, demonstrando dessa forma que o Si ajudou a
reduzir os danos causados pelo FOP em feijao.

A maior concentracdo pode proporcionar uma rigidez nos tecidos da plantula
pela sua deposicdo ou polimerizacdo, principalmente nas raizes e nos hipocétilos
neste caso, reforcando as paredes celulares, agindo como uma barreira fisica e
assim potencializado um dos mecanismos de defesa da plantula, o qual pode afetar
a penetracdo do patdégeno, pois esse penetra diretamente na epiderme das raizes e
coloniza os espacos inter e intracelulares do cortex, progredindo para os vasos do
cilindro central do xilema (XUE et al., 2015; GARCES-FIALLOS et al., 2017). Em
tomate, o aumento da concentracdo de Si nas raizes teve correlacao positiva com a
reducdo da severidade causado pelo F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (HUANG
etal., 2011).

A incidéncia de danos da doenca causado pelo fungo, em plantulas de feijao
comecaram a se manifestar em hipocétilos como nas folhas aos 7 DAS, no entanto
apesar da auséncia de significancia em hipocétilos a partir das primeiras incidéncias,
um aumento de 54,5% foi verificado no periodo mais avancado da infeccdo (312

hai). Enquanto que para raizes até os 13 DAS, néo tinha sido observado incidéncia
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de danos. No inicio da infec¢do os sintomas nas plantulas constituiam de pequenas
lesbes nos hipocotilos, logo abaixo dos cotilédones e, nas folhas, clorose em
pequenas porcentagens em relacdo a area foliar. Os danos progrediram e o
tamanho das lesGes no hipocdtilo chegaram em algumas plantulas a até 4,5cm,
enquanto que na folha os sintomas de clorose chegaram até 50% (Anexo A). Houve
uma correcao positiva entre a incidéncia e severidade da doenga em hipocétilo e
folhas de plantulas de feijao, indicando que quanto maior a incidéncia maior sera a
severidade.

Segundo Garcés-Fiallos et al. (2017), as unidades formadoras de col6nia séo
maiores nos tecidos do hipocétilo em relagdo as das raizes, as quais, por sua vez,
sdo superiores as encontradas nas folhas. Apds a inoculacdo, sdo necessarios de
quatro (XUE et al., 2015) a cinco dias (GARCES-FIALLOS et al., 2017), para serem
observados os microconidios dentro dos vasos do xilema de raizes e hipocétilos em
feijao, tanto em cultivares resistentes como em suscetiveis. A partir do momento que
atingem o xilema, sao facilmente transportados para a parte aérea, através do fluxo
da seiva. Os microconideos germinam e as hifas penetram nos vasos da parede do
xilema, sendo necessario 11 dias ap0s a inoculacao (dai) em cultivares suscetiveis e
23 dai nas resistentes, para poder observar os sintomas de clorose seguido de
murcha das folhas, com progressdo da doenca interna e externamente (NINO-
SANCHEZ et al., 2015).

Quanto maior é o nivel de viruléncia do fungo, mais alta € a capacidade de
infectar e colonizar rapidamente o sistema vascular da planta. Isolados mais
agressivos, apresentam necrose completa na regido da coroa e necrose extensa na
regido do xilema do hipocoétilo, ao passo que em plantas inoculadas com um isolado
menos agressivo ocorre clorose nas folhas, coroa necrética e alguns sintomas de
necrose na regido do xilema (NINO-SANCHEZ et al., 2015).

A fonte de Agrosilicio® proporcionou uma reducgdo no final de até 56% no
aparecimento da incidéncia de danos nas folhas, em relacdo a CAC e o controle (-Si)
no ultimo tempo da avaliacdo, e no hipocétilo em 50%, apesar da auséncia de
significancia. Esses resultados sugerem um possivel envolvimento do Si fornecido
pela fonte de Agrosilicio® na potencializacdo da resisténcia ao FOP. De acordo com
o Huang et al. (2011) o Si reduziu a gravidade da doencga e assim atrasou o inicio da
infeccdo inicial na raiz e, consequentemente, o movimento do patdgeno das raizes

para a coroa seguido do hipocatilo.
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O suprimento com Si pode afetar a producdo de compostos fendlicos através
da acumulacéo rapida nos sitios de infec¢cao do hospedeiro, restringindo o ataque de
patdgenos nos estagios iniciais da resposta de defesa (BELANGER et al., 2003;
FORTUNATO et al., 2012; DALLAGNOL et al., 2015). Os CFSTs afetam o processo
infecioso através de diversos mecanismos, sendo considerados antifungicos, mas
também podem participar no refor¢o da parede celular, agindo indiretamente sobre o
patdogeno (SCALBERT, 1991; WHAN et al., 2016). De acordo com Fortunato et al.
(2014), o Si tem um papel fundamental nas vias do fenilpropanoide em mudas de
bananeiras contra a infeccdo de F. oxisporum f. sp. cubense, sendo que a
potencializacdo dessas vias leva a producdo de fendis. Porém, no presente estudo,
nao foram encontrados resultados consistentes da concentracdo de CFSTs, quanto
ao seu papel na resisténcia de plantulas inoculadas de feijao a partir de sementes
recobertas com fontes de Si. Demostrando dessa forma, que o Si poderia estar
associado a lignificacdo da parede celular e ndo a producdo de CFSTs, devido a
concentracdo de DLATG, como produtos finais da via do fenilpropanoide, tornando-
se mais importante na resisténcia da infeccdo causada por patdgenos e fortalecendo
a parede celular das plantulas (POLANCO et al., 2012).

A lignina tem papel fundamental, pois limita a acdo do patégeno pela
formacao de uma barreira fisica quando ligada a hemicelulose e polissacarideos, na
qual pode ajudar a retardar ou inibir a infeccdo pelo patégeno. Essa resisténcia
mecanica a parede celular afeta a difusdo de enzimas liticas e toxinas nao
especificas ao hospedeiro, que sdo produzidas durante a colonizacdo do tecido
(CHABANNES et al.,, 2001; FORTUNATO et al.,, 2012). A polimerizagdo do Si
contribui para o refor¢co das paredes celulares por lignificacdo (FORTUNATO et al.,
2014). Aumentos da concentracdo de DLATG, em hipocdtilos, foram observados
gquando as sementes foram recobertas com Agrosilicio® e CAC, no tempo mais
avancado da infeccdo (312 hai); enquanto que nas folhas, esse aumento foi
verificado no inicio da infeccéo para a fonte de Agrosilicio® e mais para o final, nos
tratamentos com CAC e no controle (-Si), quando as sementes estavam inoculadas.

As concentracbes de CFSTs e DLATG foram associadas com o0 aumento da
resisténcia contra F. oxisporum f. sp. cubense em mudas de bananeiras
(FORTUNATO et al., 2012), bem como para meloeiro no controle de Podosphaera
xanthii (DALLAGNOL et al., 2015), entretanto atividades enzimaticas também foram

desencadeadas pelo Si e associadas a diminuicéo da intensidade das doencas.



75

Os danos causados pelos patdgenos em plantas, desencadeiam danos
celulares através da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), como
peroxido de hidrogénio (H202), anion de superoxido (O2-) e o radical de hidroxila
(OH-) (BARBOSA et al., 2014). Em resposta, compostos bioquimicos séo induzidos
pelas plantas, como forma de atenuar os efeitos deletérios causadas pelo agente
patogénico. O Si pode auxiliar na eficiéncia dessa resposta de defesa da planta
contra o ataque de patégenos (FORTUNATO et al., 2012; DALLAGNOL et al., 2015;
WHAN et al., 2016).

Dallagnol et al. (2015) verificaram que a aplicagédo de Si via raizes, induziu um
efeito priming que resultou na antecipacdo e aumento na intensidade de respostas
de defesa pos-infeccdo em plantas de meloeiro, 0 que resultou em uma melhor
reducdo da area da colonia e da severidade do patdgeno (oidio). Enzimas
antioxidantes (SOD, CAT POX e LOX) e hidrolases como a QUI agem diretamente
sobre o patdgeno ou limitam o processo oxidativo, contribuindo para a resisténcia
das plantas aos patdégenos por antecipacdo, potencializacdo ou por variagdo na
intensidade (picos), sendo de fundamental importancia para resisténcia das plantas.
Porém esses mecanismos de defesa s6 sdo potencializados desde que o Si seja
ativamente absorvido pelas raizes da planta para atingir elevados teores, assim
como da presencga na forma solavel no interior da planta (PEREIRA et al., 2009;
DALLAGNOL et al., 2015).

O primeiro mecanismo inicial de defesa enzimatica das plantas contra
estresse, devido aos niveis elevados de ROS, € desencadeado pela SOD, que
catalisam o O2, gerando H202 e O2 (BARBOSA et al., 2014). No entanto, quando o
H202 é acumulado em altas concentragbes nas membranas celulares, danos
oxidativos podem ocorrer, e a detoxificacdo é entdo desencadeada pela CAT, que
vai atuar protegendo a célula e buscando o equilibrio fisiologico celular, através da
eliminagdo do H202 e convertendo em H20 e Oz (DUBEY, 2011). J& a POX, esta
envolvida com os processos de protecdao celular ao extresse oxidativo, em que
remove o H202 e o utiliza no processo de lignificacdo e reforco da parede celular,
contra a acao de enzimas liticas produzidas pelo patogeno (HIRAGA et al., 2001).

O acumulo de H202 nas células, atua como diferentes funcdes de defesa a
percepcao de sinais de infec¢do causada por patdégenos, 0s quais apresentam uma
rapida resposta, devido a facil movimentacdo do H20: pela membrana celular
(FAGERSTEDT et al.,, 2010). O Si aliviou os danos oxidativos induzidos pela
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infeccdo por C. lindemuthianum, verificado pela menor concentracdo de H202 em
folhas de plantas de feijao (POLANCO et al., 2014).

Picos de aumento do H202 em raizes de plantas de feijao inoculados com
esse mesmo patogeno (FOP) foram relacionados com a reacdo de
hipersensibilidade, sendo posteriormente desencadeadas lesbes nos tecidos (XUE;
WU, 2014). No presente trabalho, verificou-se que a atividade da SOD foi superior
guando apareceram as primeiras incidéncias da doenca no hipocétilo, assim como
no estagio mais avancado (312 hai), tanto no tratamento com CAC como no controle
(-Si), os quais foram superiores ao Agrosilicio®, esses resultados podem ser
resultantes da incidéncia média de dano causado no hipocétilo, pois sementes
recobertas com Agrosilicio®, apresentaram as menores incidéncias em relacdo aos
demais tratamentos, consequentemente pode ter ocorrido menor dano oxidativo e
acumulo de H202 ap6s a inoculacdo nesta fonte. Enquanto que na folha, o
recobrimento das sementes nao influenciou a atividade da SOD quando inoculado,
somente na auséncia do patégeno pelas fontes de Si. O aumento da atividade da
SOD deve estar associado ao estresse causado pelo processo de recobrimento
durante os primeiros dias de emergéncia, o qual pode ter causado alteracdo no
metabolismo enzimatico inicial das plantulas.

Em hipocadtilos provenientes de sementes inoculadas, o recobrimento das
sementes com as fontes de Si, proporcionaram um pico da atividade da CAT nos
tempos mais avancados da inoculacdo (a partir das 264 hai), demostrando, dessa
forma, que as fontes de Si potencializaram a eliminacdo do H202 nos hipocétilos,
uma vez que a atividade da enzima somente € efetiva em concentracdes
relativamente altas do H202, ou seja, quando as condi¢gdes de estresse sédo elevadas
(DUBEY, 2011). Ja, a maior atividade da CAT em folhas foi verificada no tratamento
controle (-Si), enquanto que a menor foi para o Agrosilicio®, em diferentes tempos
apos a inoculacdo. Esse fato pode estar relacionado ao atraso da infeccdo nas
folhas, uma vez que o controle (-Si) obteve altas incidéncias de dano, assim como
para a fonte de CAC, que néo diferiu significativamente do controle (-Si) nos tempos
iniciais de infecgdo. A desintoxicacdo do H202 por meio da CAT em folhas
provenientes de sementes inoculadas e recobertas com CAC foi ineficiente. Polanco
et al. (2014) verificaram que o fornecimento de Si, ndo teve efeito para a CAT em
folhas de plantas de feijao inoculadas, uma vez que a enzima ascorbato peroxidase

(APX) tem mais afinidade ao H202 do que a CAT, a qual reage com alteragbes muito
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pequenas nas concentragbes e assim sendo, mais importante na reducdo da
concentracéo do H20z2.

A POX é uma enzima chave no processo de lignificacdo e sua atividade é
induzida rapidamente e fortemente quando infectadas por FOP em feijdo, de modo
que a expressao da enzima é regulada de forma mais intensa nas raizes e caules e
de menor intensidade nas folhas (XUE; WU, 2014). Neste trabalho, a ativacdo da
POX a partir das 120 hai, pode ter agido, como um mecanismo de protecdo celular
contra o extresse oxidativo em hipocoétilos provenientes de sementes inoculadas,
uma vez que ndo foi observado acumulo significativo de DLATG no inicio da
infeccdo. No entanto, em tempos mais avancados (264 e 312 hai) tanto a atividade
da POX como a concentracdo de DLATG, foram mais intensas quando na presenca
do Si em ambas as fontes, o qual pode estar agindo como um mecanismo direto
contra 0 agente invasor. O reforco da parede celular é rapidamente ativado em
resposta a penetracdo do patdgeno, desencadeando o processo de lignificacdo, o
qual vai resultar em uma barreira mecanica, limitando o crescimento do agente
patogénico (DALLAGNOL et al., 2015). Dorneles et al. (2017), também verificaram a
antecipacao da atividade da POX, por meio de uma possivel protecédo celular contra
0 estresse oxidativo em plantas de trigo infectada por Pyrenophora tritici-repentis e
supridas com Si. Nas folhas, no presente estudo, a partir das 216 hai a atividade da
enzima POX, foi mais intensa na fonte de CAC inoculado, quando comparado com o
Agrosilicio® ou com o controle (-Si). Esses resultados demostram que, o Si
fornecido por essa fonte, ativou os mecanismos de protecao celular na folha, uma
vez que a porcentagem da incidéncia da doenga nas folhas era semelhante ao do
controle (-Si), enquanto que no Agrosilicio® apresentou a menor atividade,
provavelmente decorrente da menor incidéncia, que por sua vez, refletiu em
menores danos celulares.

A QUI € uma enzima importante na defesa do hospedeiro contra o ataque de
patdgenos. As quitinases hidrolisam a quitina da parede celular do fungo
prejudicando o seu desenvolvimento e, ao mesmo tempo, liberando oligbmeros de
quitina, que podem atuar também como indutores de resisténcia (SHARMA et al.,
2011). Apos a infecgdo por patdogenos, ocorre um aumento na atividade, o que
ocasiona redugdo do crescimento dos fungos e liberagdo de oligossacarideos

elicitores que induzem a producao de fitoalexinas (HARTLEB te al., 1997). Entre as
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fitoalexinas, esta a faseolina no feijao, a qual também foi induzida na presenca do
patdégeno.

A maxima atividade da QUI foi verificada em sementes recobertas com CAC
no estadio mais avancado da doenca em hipocétilos, enquanto que nas folhas as
fontes de Si com CAC o Agrosilicio® obtiveram as maiores atividades as 264 hai em
relagdo as sementes sem o recobrimento. Demostrando dessa forma que o Si
fornecido pela CAC maximizou a atividade dessa enzima em plantulas de feijao
inoculadas. Polanco et al. (2012) e Fortunato et al. (2012) também relataram
aumento da atividade da QUI em plantas de feijdo e banana supridas com Si e
infectadas com C. lindemuthianum e F. oxisporum f. sp. cubense respectivamente.

A LOX, desempenha um importante papel na capacidade da célula
hospedeira em resistir a infeccfes, mas também esta envolvida em véarias funcdes
fisiologicas de crescimento e desenvolvimento das plantas (VAUGHN; GARDNER,
1993). Durante o processo infeccioso, os danos ocasionados pelo patégeno a
membrana plasmatica celular causam degradacdo dos lipidios pela acdo das
lipoxigenases, gerando os hidroperoxidos de &cidos graxos, 0S quais Sao
metabolizados para formar varios produtos, como o &cido jasmonico, aldeidos
volateis e metabdlicos secundarios que estdo envolvidos na resisténcia dos
patégenos pelo efeito inibitério sobre o crescimento do agente invasor (VAUGHN,;
GARDNER, 1993). Polanco et al. (2012), verificaram que a resisténcia das plantas
de feijdo fornecidos com Si contra C. lindemuthianum, foi fortemente associada com
a lignificacdo e a participagdo das enzimas da QUI, LOX e fenilalanina amodnia-liases
(PAL).

Hipocdtilos e folhas provenientes de sementes ndo inoculadas apresentaram
as maiores atividades da LOX até as 216 hai. Essa maior atividade também foi
observada na auséncia de Si. Resultados semelhantes foram encontrados por
Pereira et al. (2009), que consideraram essa variacdo entre aumento e decréscimo
normal, perante as atividades das enzimas relacionadas as respostas de defesa
durante o processo infeccioso, devido a todas as possiveis mudancas citologicas
decorrentes da interacdo planta-patégeno. Esses resultados podem variar em
funcdo da espécie da planta, estadio fenoldgico, tipo de tecido da planta e do
ambiente. Entretanto, um pico na atividade foi verificado para CAC as 264 hai em
plantulas de feijdo provenientes de sementes inoculadas, no presente estudo. Isso

demonstra que, nos tempos mais avancados da infec¢cdo causado pelo FOP, o Si
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fornecido pela CAC foi capaz de ativar a LOX, porém ndo reduziu os danos do
patégeno nas plantulas.

Houve ativagdo dos mecanismos de defesa contra o F. oxisporum sp.
phaseoli, também na auséncia do Si, os quais foram ativados no inicio das primeiras
incidéncias da doenga, bem como no tempo mais avancado (hai). Porém, ndo foram
capazes de impedir a colonizacdo dos tecidos do hipocétilo e das folhas apés a
inoculacao, devido a baixa atividade das enzimas entre esses periodos, assim como
na concentracdo de CFSTs. Isso demonstra que, aumentos na atividade das
enzimas antioxidantes e de hidrolases, ocorrem como resposta natural do
hospedeiro durante a colonizacdo pelo patégeno, constituindo-se em provaveis
mecanismos de protecdo celular ou tentativas de contencdo do patdgeno
(DALLAGNOL, 2010).

As principais contribui¢cdes do fornecimento de Si através do recobrimento das
sementes pela fonte de Agrosilicio®, ocorreram quando as sementes foram
submetidas a inoculacdo com o FOP, as quais apresentaram menor namero de
plantulas anormais, maior desenvolvimento de parte aérea de plantulas, assim como
0 maior acumulo de Si em raizes e hipocotilos. Essa fonte de Si contribuiu para um
melhor equilibrio fisioldgico celular, amenizando os danos como na reducdo da
incidéncia da doenca nas plantulas e aumentou e ativou rapidamente a protecao
celular contra o estresse oxidativo, principalmente na atividade da enzima POX em
hipocdtilo, logo no inicio da emergéncia das plantas. A POX participa do sistema
antioxidante, que provavelmente utilizou o0 H202 como o substrato para a biossintese
de lignina, servindo entdo como uma barreira fisico-quimica contra o agente
patogénico, resultado da polimerizacao do Si juntamente com a deposicao da lignina
(espessamento da parede celular), o qual ajudou a retardar a infeccdo, como
verificado pela baixa atividade da QUI em hipocétilos no tempo mais avancado da
infeccdo. Xue e Wu (2014) relataram que plantas de feijao inoculadas com FOP
tiveram aumento da atividade da POX e do H202 em dois momentos, um logo no
inicio da infeccdo e outro quando as lesdes ficaram visiveis nos locais infectados, os
quais sao importantes na resposta de defesa das plantas contra o patdgeno. Além
disso, uma maior eficiéncia do sistema antioxidante em plantulas de feijdo também
foi verificada nos estagios posteriores da infeccdo, representada pelo aumento da

atividade da CAT a partir das 264 hai, o que também pode ter ajudado a reduzir os
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danos causado pelo acimulo de ROS, ocorrendo dessa forma reajustes na fisiologia
da célula, a fim de conter o patégeno.

No caso do recobrimento das sementes com CAC, quando na presenca do
FOP, embora tenha proporcionado maior acumulo de Si nas raizes, crescimento de
plantulas e aumento das enzimas antioxidantes, os danos da doenga em plantulas
nao foram amenizados, sendo a incidéncia muito similar ao controle (-Si). O Si é
absorvido pelas raizes na forma de acido monosilicico, e no caso do feijao fica retido
nas camadas de suberina presentes na endoderme das raizes na forma de &cido
polimerizado (silica amorfa) (RAVEN, 2001). Essa silica amorfa forma uma barreira
fisica que pode impedir a penetracdo do patdogeno nas células, porém essa barreira
nao € uniforme, deixando regides na epiderme desprotegidas e propensas ao ataque
do patdgeno (DALLAGNOL, 2010). A geracdo de ROS como anion de superoxido
(O2), € a primeira resposta perante o inicio da penetracdo do patdégeno, o qual vai
ativar a atividade da enzima SOD, que vai catalisar o0 O2- gerando H202. O acumulo
do H202 nas células vai atuar através de diferentes mecanismos de defesa celular,
sendo que tanto a CAT como a POX vao participar desse processo, através da
desintoxicacdo da ROS. Em hipocétilos, apesar da CAT ter atingido as maiores
atividades nos tempos mais avancados apés a inoculacdo, assim como a POX, nédo
foi eficiente para reduzir os danos celulares. Este fato pode estar relacionado com a
concentracdo de H20:2 inicial, uma vez que, quando acumulado em altas
concentracbes nas membranas celulares, danos oxidativos podem acontecer. No
entanto, 0 aumento da atividade da POX, consumiu parte do H202 e contribuiu assim
para a formacéo de lignina nos tempos mais avancados da inoculacdo, porém, nao
foi eficiente para bloquear a colonizacdo do patdégeno, provavelmente devido ao
atraso das atividades dos mecanismos de defesa. A enzima QUI pode ter
contribuido para a restricdo da colonizagdo do patdgeno, uma vez que atua
diretamente sobre a parede celular do fungo, e provavelmente pode ter agido
impedindo a coloniza¢do adicional dos tecidos do hospedeiro pelo patégeno. Vale
ressaltar que outros mecanismos ndo avaliados neste estudo podem estar
envolvidos nessas respostas, uma vez que ativou as enzimas antioxidantes, mas
nao amenizou os danos causados pelo FOP, os quais merecem ser estudados em

trabalhos futuros e com mais tempo de conducéo.
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3.5 Conclusdes

A associacao do Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli nas sementes prejudica
a emergéncia e crescimento das plantulas de feijao.

O Si tem pouco efeito nas respostas em plantulas ndo inoculadas com F.
oxysporum f. sp. phaseoli, mas eleva a concentracao de lignina.

Na presenca do F. oxysporum f. sp. phaseoli, o Si desencadeia melhor
desempenho inicial das plantulas e favorece e potencializa os mecanismos de
defesa.

A fonte de Si fornecido pelo Agrosilicio® proporciona uma antecipagao rapida
inicial da peroxidase, o que pode ter amenizado e atrasado os danos do patégeno
nas plantulas.

A CAC como fonte de Si, embora tenha contribuido para a potencializacédo
das enzimas de defesa nos periodos mais avancados da infec¢do, ndo se mostra

eficiente no controle da incidéncia da doenca.



4 CAPITULO Il - Silicio altera desenvolvimento inicial de plantulas de feij&o

oriundas de sementes infectadas por Colletotrichum lindemuthianum

4.1 Introducao

A antracnose (Phaseolus wvulgaris L.), causada por Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc & Magnus) Lams.-Scrib € a principal doenca fungica da
cultura do feijdo. E uma doenca devastadora em regibes com temperatura
moderadas e alta umidade relativa do ar causando danos de até 100% no
rendimento de grdos em cultivares altamente suscetivel e comprometendo a
qualidade das sementes (PADDER et al., 2017).

Sementes contaminadas pelo fungo constituem a principal forma de
sobrevivéncia e disseminacdo de C. lindemuthianum para &reas indenes,
representando uma grande ameaca durante o estabelecimento da cultura. O
patdogeno também pode sobreviver em restos culturais. A disseminacdo secundaria
ocorre principalmente por respingos de agua e pelo vento (SINGH; SCHWARTZ,
2010; SILVA et al. 2013). A doenca pode ocorrer em qualquer fase de
desenvolvimento, mas € durante a fase de plantula que ocorre a maior
suscetibilidade ao patégeno, pois os tecidos sdo pouco lignificados. As lesBes da
antracnose podem ocorrer nos cotilédones, hipocaétilo, nas folhas, caule, ramos,
vagens e sementes (CAMPA et al., 2015).

O manejo da doenga deve envolver um conjunto de medidas tais como a
rotacdo de culturas, uso de cultivares resistentes, sementes livres do patégeno, e de
fungicidas para o tratamento de semente e para pulverizacdo na parte aérea. No
entanto, 0 uso sequencial de fungicida pode levar a selecdo de individuos
resistentes a determinados grupos quimicos (SINGH; SCHWARTZ, 2010; CRUZ et
al., 2014; MARINGONI; TRABANCO et al., 2015). Assim, outras estratégias com o
uso de medidas alternativas sado importantes para reduzir os danos da doenca.

Dentre as alternativas potenciais esta o silicio.
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O silicio (Si) é considerado um elemento ndo essencial, mas que desempenha
um papel significativo, especialmente em reduzir danos bidticos e abiodticos nas
plantas (DEBONA et al., 2017). Em muitas culturas o efeito do Si é relatado na
reducdo da intensidade de doencas (DALLAGNOL et al., 2005; FORTUNATO et al.,
2012, 2014; POLANCO et al., 2012, 2014; DORNELES et al., 2017). Os mecanismos
pelo qual o Si atua, envolvem desde barreira fisica a penetragdo de patdégenos pela
deposicdo do Si e polimerizacdo na cuticula e na parede celular (HUANG et al.,
2011; GUERRIERO et al., 2016); bem como pela ativacdo de respostas bioquimicas
de defesa da planta por meio da ativacdo de enzimas de defesa (POLANCO et al.,
2014; DORNELES et al., 2017), producao de compostos fendlicos (TATAGIBA et al.,
2014), fitoalexinas (HAYNES, 2017) e lignina (POLANCO et al., 2012); e ao nivel
molecular pela regulacdo da expressdo de genes envolvidos na defesa e resposta
ao estresse (GHAREEB et al., 2011; WANG et al., 2017).

A elevada concentragéo foliar de Si reduziu os sintomas da antracnose nas
nervuras das folhas de feijdo (CRUZ et al., 2014), aumentou as atividades das
enzimas antioxidantes (POLANCO et al.,, 2014) e a concentracdo de lignina
(POLANCO et al.,, 2012), eventos importantes para 0 aumento da resisténcia da
planta contra a infeccdo do fungo. Plantas de arroz supridas com Si produziram
sementes vigorosas e com menor incidéncia de sintomas de Bipolares oryzae nas
plantulas (DALLAGNOL et al., 2013). Em tomate o aumento da concentracdo de
silicio na raiz correlacionou positivamente com a reducao da severidade da doenca
causada por Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (HUANG et al., 2011).
Tunes et al. (2014), verificaram que recobrimento de sementes com CAC e caulim
reduziram a incidéncia de fungos em sementes de arroz. A aplicacdo de produtos
contendo Si no tratamento de sementes de arroz e soja tem conferido maior
emergéncia e desenvolvimento de plantulas com maior vigor (TUNES et al., 2014,
OLIVEIRA et al., 2016). Assim, acredita-se que o recobrimento de sementes de
feijdo com produtos contendo Si, pode ser potencialmente benéfico para o
desenvolvimento das plantulas, além de fortalecer a defesa contra o ataque de
patdgenos nos estadios iniciais da cultura.

Neste estudo, foi avaliado o efeito do recobrimento de sementes com silicio
em resposta a infeccdo em cultivar suscetivel e resistente ao Colletotrichum
lindemuthianum, sobre o potencial fisiolégico e sanitario das sementes e plantulas,

durante o desenvolvimento inicial do feijao.
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4.2 Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Analise de Sementes e
no Laboratorio de Patologia de Sementes da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel,

da Universidade Federal de Pelotas, Campéao do Ledo — RS.

4.2.1 Sementes utilizadas

As cultivares BRS Esplendor, caracterizada como resistente, e IPR Tuiuid,
caracterizada como suscetivel ao C. lindemuthianum (COSTA et al., 2011; IAPAR,
2010), foram utilizadas nos experimentos. A desinfestacdo superficial das sementes
foi realizada por meio de banhos, de 60 segundos cada, com &alcool 70% (v/v),
seguido de hipoclorito de sodio 1% (v/v) e trés banhos de &gua destilada e
esterilizada (JUNGES et al.,, 2017). Em seguida, as sementes foram postas para
secar sob papel filtro em temperatura ambiente durante 48 horas, sendo

posteriormente submetidas ao processo de inoculacao.

4.2.2 Inoculagdo em sementes de feijao

O isolado CLO1 de C. lindemuthianum, pertencente a micoteca do Laboratério
de Bacteriologia Vegetal da Universidade Federal de Pelotas foi utilizado para
inoculacdo. Para tal, o fungo foi repicado em placas de petri contendo meio de
cultura BDA (batata, dextrose e agar) modificado visando a restricdo hidrica para -
0,6Mpa utilizando soluto sacarose. Imediatamente apds a repicagem do fungo as
placas foram incubadas em camara de crescimento tipo BOD a 22 + 1°C e
fotoperiodo de 12h por 25 dias (CARVALHO, 1999). Apds este periodo, as sementes
de feijdo foram distribuidas aleatoriamente sobre as placas e levemente prensadas
sobre o meio completamente colonizado pelo fungo, o tratamento contendo
sementes nao inoculadas (artificialmente) com o fungo foi acondicionado somente
sobre o meio de cultura modificado, por 48h, em temperatura de 22°C e fotoperiodo
de 12h. Em seguida as sementes foram removidas e distribuidas sobre papel filtro,
em temperatura controlada de 20°C, por 48h, para que pudessem retornar ao teor de
agua inicial. Decorrido esse periodo as sementes foram submetidas ao processo de

recobrimento com Si.
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4.2.3 Aplicagéao de silicio

A fonte de Si utilizada foi o Agrosilicio® (silicato de calcio e magnésio),
composto de 10,5% de Si, 25% de calcio e 7% de magnésio. A forma de aplicacao
do Si foi através do recobrimento das sementes, na dose de 90g de Si para 100kg
de semente (+Si) o equivalente a 854,79 do produto comercial, mais polimero (Collor
Seed®) e agua totalizando um volume de calda de 1L para 100kg* de sementes. O
processo de recobrimento foi realizado manualmente em sacos plasticos de
polietileno. Para tal, 90g de Si, 300mL de polimero e 700mL de agua foram
homogeneizados, e em seguida foram adicionados 200g de sementes, seguido de
agitacdo manual dos sacos por 2 minutos, até que o produto ficasse complemente
aderido a semente. Em seguida, os sacos contendo as sementes recobertas foram
abertos e colocadas as sementes para secar a 20°C por 48h. No tratamento sem o
recobrimento com silicato (-Si), as sementes somente receberam 300mL de polimero

e 700mL de agua.

4.2.4 Delineamento experimental

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2 x 2 x 2, com quatro repeticées, onde os fatores foram: cultivar
(BRS Esplendor e a IPR Tuiuil), aplicacéo de silicato (com e sem recobrimento com

Agrosilicio®) e inoculacédo (sementes inoculadas ou ndo com C. lindemuthianum).

4.2.5 Desempenho inicial de plantulas de feijao

Na avaliagdo do desenvolvimento inicial da cultura foram mensuradas as
seguintes variaveis: germinacdo, primeira contagem do teste de germinacao,
emergéncia, indice da velocidade de emergéncia (IVE), comprimento total da
plantula, comprimento de parte aérea e de raiz, massa seca total, massa seca de
parte aérea, massa seca de raiz e massa seca de parte aérea aos 15 dias apos
semeadura (DAS).

A avaliacdo da germinacao foi realizada com quatro repeticbes de 50
sementes por tratamento, semeados em rolo de papel germitest, umedecidas com

agua destilada, na proporcao de 2,5 vezes a massa do papel e acondicionados em
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germinador a 25 + 2°C. A contagem de plantulas normais foi realizada aos cinco e
nove dias apds a instalacdo do teste e os resultados expressos em porcentagens
(BRASIL, 2009a).

O teste de primeira contagem de germinacao foi realizado conjuntamente com
0 teste de germinacgao, constitui no registro da porcentagem de plantulas normais
verificadas no quinto dia apds a semeadura, sendo 0s resultados expressos em
porcentagens de plantulas normais (BRASIL, 2009a).

A avaliacdo da emergéncia de plantulas foi realizada com 200 sementes por
tratamento, distribuidas em quatro repeticbes de 50 sementes. Cada repeticdo foi
composta de 10 copos plasticos de 500mL, contendo areia lavada, peneirada e
estilizada em autoclave por duas vezes (120°C e latm durante uma hora com
intervalo de 24h). Em cada copo foram semeadas cinco sementes na profundidade
de 2cm. A areia foi umedecida com agua, obedecendo a capacidade de campo de
60% da retencdo e conservado Umido sempre que necessario. Os tratamentos foram
mantidos em ambiente controlado com temperatura de 20 + 1°C e fotoperiodo de
12h. A avaliacdo foi realizada diariamente até 15 dias apds a semeadura (DAS),
sendo consideradas na emergéncia final, plantulas normais emergidas aquelas que
apresentavam as folhas priméarias expandidas, com resultados expressos em
porcentagens.

Os dados da avaliacéo diaria da emergéncia foram utilizados para determinar
o IVE. Para tal, para cada repeti¢ao foi aplicada a formula de Maguire (1962):

IVE: (E1+N1) + (E2+N2) + ... + (En+Nn)

Onde: IVE = indice de velocidade de emergéncia; Ei1, E2, Em: nimero de
plantulas normais computadas na primeira, segunda e ultima contagem e N1, N2, Nn:
namero de dias entre a semeadura e a primeira, segunda e Ultima contagem.

A determinacdo do comprimento de parte aérea, da raiz e o comprimento total
da plantula foi realizado do modo similar ao usado no teste de germinagdo, sendo
avaliado no quinto dia ap6és a montagem do teste, em quatro subamostras de 10
plantulas para cada tratamento. As plantulas foram amostradas aleatoriamente a
partir da semeadura de 20 sementes por repeticdo no terco superior da folha de
papel germitest, umedecidas com agua destilada com 2,5 vezes a massa do papel.
Os rolos foram acondicionados em germinador a 25 + 2°C. Determinaram-se as

mensurag¢des com auxilio de régua graduada em milimetros, sendo o comprimento
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da raiz obtido pela subtragdo do comprimento total pelo comprimento da parte aérea.
Os resultados foram expressos em centimetros (NAKAGAWA, 1999).

A determinacdo da massa seca de parte aérea, massa seca de raiz e massa
seca total foi realizada nas plantulas normais avaliadas no teste de comprimento.
Foram separadas a raiz e a parte aérea das plantulas de cada repeticdo e secas em
estufa a 70°C, até o peso constante, obtido em 72h. A massa seca total foi obtida
pelo somatério do peso da massa seca de raiz e massa seca de parte aérea, sendo
os resultados expressos em gramas (NAKAGAWA, 1999).

Massa seca de parte aérea aos 15 DAS foi determinada apds a contagem final
do teste de emergéncia, parte aérea das plantulas normais de cada repeticdo dos
tratamentos foram coletadas, colocadas em sacos de papel e secas em estufa
regulada a 60°C até atingir peso constante, obtido em 72h. Os resultados foram

expressos em gramas por plantula.

4.2.6 Avaliacdo daincidéncia e severidade de C. lindemuthianum em feijédo

A incidéncia de C. lindemuthianum em feijao foi determinada pelo método do
rolo de papel, utilizando quatro repeticoes de 50 sementes (BRASIL, 2009b). As
sementes foram distribuidas em folhas de papel germitest, umedecidas com agua
destilada na proporcdo de 2,5 vezes a massa do papel. Os rolos foram
acondicionados em sacos plasticos pretos com pequenas perfuracdes, onde em
seguida foram colocados dentro de camera tipo BOD, com temperatura controlada
de 22°C no escuro e permanecendo durante um periodo de 7 dias. A avaliacédo foi
realizada no sétimo dia ap6s a incubacédo, por meio da observacdo de lesbes
necroticas escuras nos cotilédones e no hipocétilo. Os resultados expressos em
porcentagem de incidéncia.

Nas plantas do teste de emergéncia, a partir do quinto dia apés a semeadura
foi iniciado as avaliagbes dos sintomas da doenca nas folhas primarias das
plantulas. As avaliagbes foram realizadas a cada 48h utilizando uma escala
diagramatica descrita no Anexo B, de Dalla Pria e Amorim (2010). Com os dados da
severidade em funcdo do tempo foi calculada a area abaixo da curva do progresso
da doenca (CAMPBELL; MADDEN, 1990), conforme a seguinte formula:

AACPD: Z[(Y1+Y2/2)* (t2-t1)].
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Onde: Y1: nota da avaliagcdo no tempo ti1; Y2: nota da avaliagdo consecutiva no
tempo t; t1-t2: intervalo em dias entre duas avaliagbes consecutivas.

A severidade da doenca avaliada aos 15 DAS foi determinada pelo indice de
doenca de McKinney (MCKINNEY, 1923), conforme a férmula:

ID (%): ((Z(Y*Xy))/(Xt*h)*100.

Onde: Y: nota; Xy: niumero de plantas com esta nota; Xt numero total de
plantas; h: valor maximo da escala.

Posteriormente foi determinada no final do teste de emergéncia, a incidéncia
de danos da doenca no hipocétilo e na folha. Nesta avaliacdo foram observados
danos caracteristicos da doenca em todas as plantulas das repeticbes dos
tratamentos, sendo os resultados expressos em porcentagem de incidéncia da
doenca (MAFFIA et al., 2007).

4.2.6.1 Quantificacao da faseolina

Para quantificacdo da faseolina em hipocétilos de feijdo foi utilizado a
metodologia proposta por Dixon et al. (1983) com modificacbes. Para tal, as
sementes de feijdo foram distribuidas uniformemente, em quatro repeticbes de 10
sementes por tratamento, em rolo de papel germitest e umedecidas com agua
destilada na proporcédo de 2,5 vezes a massa do papel. Os rolos de papel foram
colocados em sacos plasticos com pequenas perfuracées e depositados em pé em
camera tipo BOD a 25°C, no escuro. Apoés sete dias, quatro segmentos com 4cm, da
regido central do hipocétilo foram destacados das plantulas e pesados em balanca
de precisdo (0,001g), apos transferidos para tubos de ensaio, contendo 10mL de
etanol 98%. Os tubos de ensaio foram mantidos a 4°C por 48h, e posteriormente
agitados em mesa agitadora a 150rpm a 25°C por uma hora, para extracdo da
faseolina. A concentracao da faseolina formada foi mensurada em espectrofotdmetro
a 280nm. Os resultados foram expressos em unidade de absorbancia por grama por

massa fresca.
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4.2.7 Determinacdo da concentracdo de silicio e calcio em parte aérea da
plantula

Ao final do experimento, a parte aérea de plantulas (hipocotilo + folha) de
cada repeticdo dos tratamentos foi coletada, lavada com agua deionizada, seca a
70°C durante 72h, em seguida triturada em moinho com peneira de 40 mesh. A
concentracdo de Si foi determinada com base na analise colorimétrica de digestéo
alcalina de 0,1g de tecido seco (ELLIOTT; SNYDER, 1991). A concentracdo de Ca
em parte aérea foi determinada por digestao nitro-perclérica de 0,2g de tecido seco
conforme a metodologia de Malavolta et al. (1987).

4.2.8 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade dos residuos por
Shapiro-Wilk e homogeneidade das variancias por Bartlett, e ao atender as
pressuposicoes foi feita a andlise de variancia e a comparacdo de médias pelo teste
de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. As variaveis que ndo atenderam 0s
pressupostos foram transformadas através do sistema Box-Cox, possibilitando o
ajuste dos dados para a realizacdo da ANOVA.

4.3 Resultados

4.3.1 Desempenho inicial de plantulas de feijao

Na primeira contagem do teste de germinacédo (PCG), ndo ocorreu interacao
significativa entre os fatores, apenas para inoculacdo e cultivar (Tabela 18). A
inoculagcdo das sementes com C. lindemuthianum reduziu a porcentagem de
plantulas normais em 11%, em relacdo as sementes ndo inoculadas. Entre as
cultivares a cv. IPR Tuiuit obteve a menor porcentagem de PCG em relacdo a BRS
Esplendor.
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Tabela 188. Porcentagem de plantulas normais do teste de primeira contagem de germinagao, de
sementes de feijado de duas cultivares, que foram inoculadas (I) ou ndo inoculadas (NI)
com Colletotrichum lindemuthianum.

Tratamentos Primeira contagem do teste de germinacéao (%)
Inoculacéo

I 78 b

NI 89 a

Cultivar

BRS Esplendor 94 a

IPR Tuiuiu 72 b

*Médias seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Interacdo significativa entre cultivar e inoculacdo (Tabela 19) e inoculacdo e
recobrimento (Tabela 21) ocorreu para a germinagdo. A presenca do fungo nas
sementes reduziu a germinacdo das sementes independente do recobrimento
(Tabela 21), sendo em 13% para a cv. IPR Tuiuill e 6% na BRS Esplendor (Tabela
19). A cv. BRS Esplendor apresentou as maiores porcentagens de germinagcdo em
relacdo a cv. IPR Tuiuil, cerca de 21% para sementes inoculadas e 14% para as

nao inoculadas (Tabela 19).

Tabela 199. Porcentagem de germinagéo em fungao das cultivares de feijao inoculadas (1) ou ndo (NI)
com Colletotrichum lindemuthianum.

N Cultivar

Inoculagao IPR Tuiuit BRS Esplendor
Germinacgao (%)

| 72 Bb 93 Ab

NI 85 Ba 99 Aa

*Médias seguidas pela mesma letra minldscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A cv. BRS Esplendor foi significativamente mais vigorosa que a IPR Tuiuiq,
verificados pelos testes de emergéncia, massa seca de raiz (MSR) (Tabela 20),
comprimento total de plantulas (CTP), comprimento de parte aérea (CPA),
comprimento de raiz (CR), massa seca de plantulas aos 15 DAS (MSP15) e indice
de velocidade de emergéncia (IVE) (Tabela 23).

Tabela 20. Médias da emergéncia de plantulas e massa seca de raiz (MSR) em fungao das cultivares

de feijao.
Cultivar Emergéncia (%) MSR (g plantula?)
BRS Esplendor 87a 0,16 a
IPR Tuiuiu 62 b 0,13 b

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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A emergéncia das plantulas foi influenciada negativamente na presenca do
fungo, independente do recobrimento das sementes e ao comparar sementes
inoculadas dentro do recobrimento, verificamos que quando na presenca do fungo,
as sementes recobertas com Si, proporcionaram aumento de 7% de plantulas

normais emergidas quando comparadas com a auséncia de Si (Tabela 21).

Tabela 21. Germinagao e emergéncia de plantulas, em fungdo do recobrimento (+Si) ou ndo (-Si) das
sementes com Si e da inoculagéo (l) ou ndo (NI) com Colletotrichum lindemuthianum.

) Inoculagéo
S | NI | NI
-1
(90 g 100kg™ de sementes) Germinacéo (%) Emergéncia (%)
+Si 80 Ba 93 Aa 70 Ba 82 Aa
-Si 84 Ba 91 Aa 65 Bb 81 Aa

*Médias seguidas pela mesma letra, miniscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A massa seca de raiz (MSR) foi 35,3% maior nas plantulas oriundas de
sementes recobertas com Si, em comparagdo com as nao recobertas. No entanto,
resultado inverso foi verificado para massa seca de parte aérea, na auséncia do Si
houve um aumento de 13,5% no teor da MSPA, em relacdo as recobertas com Si
(Tabela 22).

Tabela 222. Massa seca de raiz (MSR) e massa seca de parte aérea (MSPA) de plantulas oriundas de
sementes recobertas (+Si) ou ndo com Si (-Si).

Si MSR MSPA
(90 g 100kg*desementes) —emmemmemeee (g plantulat)-------------

+Si 0,17 a 1,15b
-Si 0,11 b 1,33 a

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Interacédo significativa entre os fatores cultivar, inoculagéo e recobrimento das
sementes, foram verificados para os testes de comprimento total de plantula (CTP),
comprimento de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), massa seca de
plantulas aos 15 DAS (MSP15) e indice de velocidade de emergéncia (IVE) (Tabela
23).

Comportamento distinto entre as cultivares em relacdo as sementes
inoculadas foram observadas quando as sementes foram recobertas com Si. A cv.
IPR Tuiuit (suscetivel) inoculada, apresentou maiores valores de CTP, CR e MSP15
em relacdo as nado inoculadas, correspondendo a um incremento aproximadamente

de 15, 19, 13% respectivamente. J4 para a cv. BRS Esplendor (resistente), houve
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reducdo do CPA em 8,4% quando na presenca do fungo em comparacdo as nao
inoculadas, enquanto que para as demais variaveis (CTP, CR e MSP15) ndo houve

diferencas significativas (Tabela 23).

Tabela 233. Comprimento total de plantula (CTP), comprimento de parte aérea (CPA), comprimento
de raiz (CR), massa seca de plantulas aos 15 DAS e indice de velocidade de emergéncia
(IVE), em fungéo do recobrimento das sementes com Si (+Si) ou n&o (-Si) e da inoculagéo
(i) ou nao (NI) com Colletotrichum lindemuthianum em duas cultivares de feijao.
Comprimento total de plantula (cm plantula?)

Inoculacgéo +Si -Si

IPR Tuiuiu BRS Esplendor IPR Tuiuil BRS Esplendor
I 22,95 Baa 27,32 Aaa 14,02 Baf 20,54 Aap
NI 19,60 Bba 28,92 Aaa 13,53 Bap 19,39 AaB

Comprimento de parte aérea (cm plantula?)

Inoculacéo +Si -Si

IPR Tuiuit BRS Esplendor IPR Tuiuil BRS Esplendor
I 10,20 Baa 12,59 Aba 6,05 Baf 7,79 AaB
NI 9,25 Baa 13,75 Aaa 5,81 BaB 7,31 AaB

Comprimento de raiz (cm plantula?)

Inoculacéo +Si -Si

IPR Tuiuit BRS Esplendor IPR Tuiuil BRS Esplendor
I 12,75 Baa 14,73 Aaa 7,97 Bap 12,76 Aaf3
NI 10,35 Bba 15,17 Aaa 7,72 BaB 12,08 Aaf

Massa seca de plantulas aos 15 DAS (g plantula?)

Inoculacgéo +Si -Si

IPR Tuiuiu BRS Esplendor IPR Tuiuil BRS Esplendor
I 0,08 Baa 0,10 Aaa 0,06 Bbp 0,01 Aaa
NI 0,07 Bba 0,11 Aaa 0,07 Baa 0,11 Aaa

IVE

Inoculagéo +Si -Si

IPR Tuiuiu BRS Esplendor IPR Tuiuil BRS Esplendor
I 1,63 Bba 2,13 Aba 1,44 Abf 1,52 Abp
NI 1,98 Baa 3,53 Aaa 1,98 Baa 2,62 Aaf

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Médias seguidas por simbolos
iguais (B ou a) ndo diferem significativamente entre si, para silicio (com + Si e sem -Si) dentro de
cada cultivar inoculada (1) ou ndo inoculada (NI).

Quando na auséncia do Si, ndo houve diferencas estatisticas significativas
para as variaveis de crescimento (CTP, CPA, CR e MSP15) em relac&o a inoculacao
dentro de cada cultivar, exceto para MSP15 o qual o fungo proporcionou reducéo de
5,9%, em comparag¢ao com as nao inoculadas (Tabela 23).

Sementes inoculadas C. lindemuthianum proporcionaram redugédo do IVE
independente da cultivar e do recobrimento das sementes, afetando negativamente
a emergéncia rapida das plantulas (Tabela 23).

Sementes recobertas com Si, independente da cultivar e da inoculagao,

proporcionou plantulas com maior CTP, CPA, CR e IVE, exceto nessa ultima
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variavel, onde o fornecimento de Si na cv. IPR Tuiuill ndo inoculada, néo teve efeito
significativo. Enquanto que para a MSP15, o efeito significativo do Si s6 foi
observado para a cv. IPR Tuiuil inoculada com o fungo, o qual apresentou um

incremento de 17% em comparacdo com as sementes nao recobertas (Tabela 23).

4.3.2 Incidéncia e severidade da antracnose

Menor incidéncia de sintomas de C. lindemuthianum (IC) nos cotilédones e no
hipocétilo das plantulas de feijdo, foi observado na cv. BRS Esplendor quando
comparado com a cv. IPR Tuiuil (Tabela 24 e 25), e em sementes nao inoculadas,
em relacdo as inoculadas independente da cultivar (Tabela 25). Na cv. IPR Tuiuil as
sementes recobertas com Si apresentaram incidéncia de 17,25% menor em relacéo
as sementes nado recobertas. Contudo, ndo houve diferenga significativa quanto ao
efeito do Si para a cv. BRS Esplendor (Tabela 24).

Tabela 244. Incidéncia de Colletotrichum lindemuthianum em feijao (IC), em fungéo do recobrimento
das sementes com Si (+Si) ou ndo (-Si) e de cultivares.

Si Incidéncia de C. lindemuthianum (%)
(90 g 100kg! de sementes) IPR Tuiuiu BRS Esplendor
+Si 44,50 Ab 17,25 Ba
-Si 61,75 Aa 21,25 Ba

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD) foi 88% menor nas
plantulas originadas de sementes nado inoculadas, em comparac¢éo as inoculadas na
cv. BRS Esplendor (Tabela 25).

Tabela 255. Incidéncia de Colletotrichum lindemuthianum em feijdo (IC), érea abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) e indugdo de faseolina em hipocdétilos, em fungéo de
cultivares e da inoculagéo (1) ou n&do (NI) de Colletotrichum lindemuthianum em sementes

de feijao.
Cultivar
Inoculagéo IPR BRS IPR BRS IPR BRS
Tuiuid Esplendor Tuiuit  Esplendor Tuiuid Esplendor
IC (%) AACPD Faseolina (ABS(280nm)/g.p.f)
I 84 Aa 35 Ba 5,63 Aa 6,71 Aa 0,81 Aa 0,60 Ba
NI 22,3 Ab 3,5Bb 521 Aa  0,81Bb 0,52 Ab 0,58 Aa

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nao diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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N&o houve diferenga significativa na AACPD entre as cultivares para as
sementes inoculadas, mas para as plantulas de sementes nao inoculadas, a AACPD
foi 84,4% menor na cv. BRS Esplendor em relacéo a IPR Tuiuit (Tabela 25).

A AACPD foi 75% menor nas plantulas oriundas de sementes recobertas com

Si em comparagéo as plantulas de sementes nao recobertas (Tabela 26).

Tabela 266. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) de sementes recobertas (+Si) ou
nao com Si (-Si).

Si (90 g 100kg! de sementes) AACPD
+Si 2,07b
-Si 8,25 a

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Interacdo significativa entre inoculacdo e cultivar ocorreu para o acumulo de
faseolina em hipocotilo de feijdo. A maior absorbancia, até 36%, foi observada para
cv. IPR Tuiuil inoculada, em comparag¢do a mesma cultivar ndo inoculada, e com a
cv. BRS Esplendor (Tabela 25). O acumulo de faseolina em hipocétilo de feijao
apresentou interacdo significativa entre inoculacdo e o recobrimento com Si.
Sementes inoculadas e que néo receberam o recobrimento com Si, obtiveram maior
absorbancia, em comparacdo as ndo inoculadas, e com as plantulas de sementes

recobertas com Si (Tabela 27).

Tabela 277. Indugdo de faseolina em hipocdtilos de feijdo em fungdo do recobrimento das sementes
com Si (+Si) ou ndo (-Si) e da inoculagdo (i) ou ndo (NI) com Colletotrichum
lindemuthianum.

. Inoculacéo
S| | NI
1
(90 g.100kg™ de sementes) Faseolina (ABS (280nm)/g.p.f)
+Si 0,59 Ab 0,59 Aa
-Si 0,82 Aa 0,52 Ba

*Médias seguidas pela mesma letra minldscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem
ignificativ i u ) ili .
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

A cv. IPR Tuiuid independente da inoculagdo e do recobrimento,
apresentaram as maiores porcentagens do indice de doenca (ID), incidéncia
sintomas em folha (IF) e sintomas no hipocotilo (IH) em comparagdo com a cv. BRS
Esplendor, exceto para ID em sementes recobertas e inoculadas, onde as cultivares
nao apresentaram diferencas significativas (Tabela 28).

Quanto a inoculacdo, a presenca do fungo nas sementes da cv. BRS
Esplendor proporcionou as maiores porcentagens de ID, IF e IH em relacdo as néo

inoculadas, independente do recobrimento das sementes, enquanto que para a cv.
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IPR Tuiuid, esse comportamento de aumento dos danos foi verificado somente para

sementes recobertas com Si, nas variaveis de ID e IF (Tabela 28).

Tabela 288. indice de doenca (ID), incidéncia de danos da doenga em folhas (IF), incidéncia de danos
da doenga no hipocétilo (IH) causado pela inoculagéo (I) ou ndo (NI) do Colletotrichum
lindemuthianum em funcao do recobrimento das sementes com Si (+Si) ou ndo (-Si) em
duas cultivares de feijdo.

indice de doenca (ID) (%)

Inoculacgéo +Si -Si

IPR Tuiuil BRS Esplendor IPR Tuiuiu BRS Esplendor
I 17,29 Aaa 15,07 Aaa 33,58 Aaf 22,44 Bap
NI 12,81 Aba 10,49 Bba 32,13 Aaf 10,87 Bba

Incidéncia de danos da doenca em folhas (IF) (%)

Inoculacéo +Si -Si

IPR Tuiuil BRS Esplendor IPR Tuiuit BRS Esplendor
I 21,79 Aaa 6,25 Baa 49,51 Aaf3 33,59 Bap
NI 4,74 Aba 0 Bba 52,42 Aaf 5,19 Bbp

Incidéncia de danos da doenca no hipocétilo (IH) (%)

Inoculacéo +Si -Si

IPR Tuiuil BRS Esplendor IPR Tuiuit BRS Esplendor
I 9,57 Aaa 2,41 Baa 7,32 Aaa 3,51 Baa
NI 6,70 Aaa 0,71 Bba 6,19 Aaa 1,39 Bba

*Médias seguidas pela mesma letra minldscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Médias seguidas por simbolos
iguais (B ou a) ndo diferem significativamente entre si, para silicio (com + Si e sem -Si) dentro de
cada cultivar inoculada (I) ou ndo inoculada (NI).

O recobrimento das sementes com Si reduziu significativamente o ID e IF, em
comparacdo com a auséncia de Si, independente da inoculacdo ou cultivar, no
entanto ndo se observou essa mesma diferenca entre o recobrimento das sementes
para a IH (Tabela 28).

4.3.3 Concentracédo de silicio e calcio em parte aérea

N&o houve diferencas significativas para a concentracdo de Si em parte aérea
proveniente de sementes recobertas ou ndo com Si. Interacao significativa ocorreu
entre cultivar e inoculagdo. Incremento de 18,8% na concentragcdo de Si na parte
aérea foi observada para a cv. BRS Esplendor ndo inoculado em comparagdo com
as inoculadas. A concentracao de Si foi 20,7% maior na BRS Esplendor em relagéo
a cv. IPR Tuiuit, ambas néo inoculadas (Tabela 29).
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Tabela 299. Concentragéo de silicio (Si) em parte aérea de plantulas, em fungao de cultivares e da
inoculacao (l) ou ndo (NI) com Colletotrichum lindemuthianum em sementes de feijao.

Inoculacéao Si (g kg™)

IPR Tuiuiu BRS Esplendor
I 3,82 Aa 3,53 Ab
NI 3,45 Ba 4,35 Aa

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para concentracdo de calcio em parte aérea houve interagdo significativa
entre inoculacao e recobrimento com Si (Tabela 30).

Tabela 30. Concentragao de calcio (Ca) em parte aérea de plantulas, em fungéo do recobrimento das
sementes com Si (+Si) ou néo (-Si) e da inoculagdo (I) ou ndo (NI) com Colletotrichum
lindemuthianum em sementes de feijao.

« Ca (g.kg?)
Inoculacéo S Si

| 2,00 Bb 2,47 Aa
NI 2,49 Aa 2,41 Aa

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maildscula na linha ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nas sementes inoculadas, a concentracao de Ca foi 19% menor nas plantulas
oriundas de sementes recobertas com Si em relacdo as plantulas de sementes nao
recobertas. Para as plantulas oriundas de sementes recobertas, a concentragao de
Ca foi 19,7% maior nas plantulas de sementes nao inoculadas em comparacao as

inoculadas (Tabela 30).

4.4 Discussao

A antracnose € uma das doencas mais importantes da cultura, sendo seus
danos mais prejudiciais quando detectados no inicio do cultivo (PEREIRA et al.,
2017). As sementes sdo uma das principais fontes de indculo inicial, podendo o
fungo sobreviver por longos periodos em sementes infectadas (MARCENARO;
VALKONEN, 2016). Neste estudo, a presenca do C. lindemuthianum nas sementes
de feijao influenciou negativamente o desempenho de plantulas normais no teste de
PCG, germinagdo, IVE e emergéncia final, além de se obter maior porcentagem de
incidéncia da doenca em plantulas (IC), indice de doenca e incidéncia de danos em

folha e hipocatilo.
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A incidéncia de sintomas da antracnose em plantulas avaliadas em rolo de
papel germitest (IC), variou de 35 a 84%, enquanto que nas folhas chegaram a
52,4% e no hipocotilo em 9,6% entre as cultivares, no entanto nota-se que as
sementes ndo inoculadas também obtiveram elevadas incidéncias da doenca nas
plantulas, esse fato provavelmente se deve ao fungo estar infectando as sementes
internamente, uma vez que foi realizado a desinfestacdo superficial das mesmas
inicialmente. As plantulas sintomaticas apresentavam lesdes pequenas de coloracao
marrom nos cotilédones, e no hipocoétilo lesdes de coloracdo escura, em formato
alongado e deprimido. J4 nas folhas, na parte inferior, as lesbes necroéticas de
coloracdo marrom escura surgiram nas nervuras, enquanto que na parte superior,
surgiram lesdes clordticas ao lado das necréticas, e frequentemente causando
deformacéo da folha. Segundo Silva et al. (2013), quanto maior for a quantidade de
in6culo nas sementes, em condi¢cdes ambientais favoraveis para o desenvolvimento
do fungo, maior sera a incidéncia e a severidade da doenca no campo. Rey et al.
(2009), verificaram que a transmisséo de C. lindemuthianum semente-plantula pode
chegar até 80%.

Entre as cultivares, o melhor desempenho inicial das plantulas foi para a cv.
BRS Esplendor, que originou plantulas vigorosas e com alta germinacao, fato que
pode estar relacionado com uma melhor qualidade inicial das sementes. Menor
incidéncia e severidade da doenca também foi verificado nessa cultivar, quando
comparadas a cv. IPR Tuiuil. A BRS Esplendor é considerada uma cultivar com
nivel mais elevado de resisténcia entre as cultivares recentes (PEREIRA et al.,
2017).

O uso do Si é uma alternativa interessante para aumentar a resisténcia das
plantas ao ataque do patégeno, que vem se destacando no controle de doencas em
varias culturas (DEBONA et al.,, 2017). No entanto, os efeitos do Si sdo pouco
conhecidos durante o desenvolvimento inicial da cultura do feijdo e no controle de
doencas em plantulas. Ja se observou resultados positivos do Si via tratamento de
sementes nas culturas da soja, arroz e cevada, através da obtencdo de plantulas
vigorosas, com maior crescimento e desenvolvimento inicial (CORLETT et al., 2014;
TUNES et al., 2014; RUFINO et al., 2017).

Neste trabalho o recobrimento das sementes com Si auxiliou no crescimento
das plantulas de feijdo, assim como na diminuigdo da severidade da antracnose nos

primeiros estagios de desenvolvimento. A reducdo da intensidade da doencga foi
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observada para ambas as cultivares estudadas, IPR Tuiuil (suscetivel) e a BRS
Esplendor (resistente), indicando uma possivel potencializacdo da resisténcia do
feijdo ao C. lindemuthianum durante o estabelecimento das plantulas.

Sementes da cultivar suscetivel (IPR Tuiuil) inoculadas com fungo e supridas
com o Si tiveram uma melhor resposta quando comparadas com a cv. resistente, foi
possivel observar um maior crescimento, em relacdo as nao inoculadas (Tabela 23).
De acordo com Cooke e Leishman (2016), o Si tem pouco efeito no metabolismo das
plantas em condicdes normais, mas quando expostas a algum tipo de estresse
podem se adaptar de forma eficiente, sendo benéfico nessas condi¢des, pois tem
um papel importante nas atividades fisiologicas ou estruturais de sobrevivéncia das
plantas. Uma das provaveis formas de como o Si proporciona resisténcia é por meio
da inducdo do estado de priming, o qual resulta na antecipacdo e aumento na
intensidade de respostas de defesa pos-infeccdo (DALLAGNOL et al., 2015), como o
recrutamento das defesas celulares, e na auséncia de patégenos ocorre a reducao
dos custos metabdlicos (CONRATH et al., 2002).

Esse mineral ameniza o estresse oxidativo induzido no hospedeiro, sendo um
importante mecanismo de defesa, uma vez que espécies reativas de oxigénio em
excesso pode conduzir ao dano celular e posterior necrose nos tecidos causado pelo
fungo (HAYNES, 2017). Uma intensificacdo rdpida dos mecanismos de defesa da
planta para a inducdo de resisténcia, como o aumento da sintese de fitoalexinas
podem ser produzidos, uma vez que agem como substancia inibidoras, que se
acumulam nas células vegetais em torno do local de infec¢éo, resultando na morte
do patégeno (TAIZ; ZEIGER, 2013). A faseolina é a fitoalexina importante na
interacdo planta-patégeno na cultura do feijao (DURANGO et al., 2002). Sementes
inoculadas com o C. lindemuthianum da cv. suscetivel apresentaram maior acumulo
de faseolina, o que pode estar relacionado a maior intensidade da doenca, sendo,
no entanto, verificado a menor atividade quando as sementes foram recobertas com
Si, ou seja, provavelmente devido a um menor dano causado pelo fungo em
plantulas de feijao.

Plantulas provenientes de sementes recobertas com Si apresentaram menor
severidade da doenca durante o desenvolvimento inicial. Resultados semelhantes
foram observados por Polanco et al. (2014) nessa mesma cultura e Dallagnol et al.
(2013), pela reducéo da transmissao de Bipolares oryzae em plantulas de arroz. De

acordo com Cruz et al. (2014) a maior concentracdo foliar de Si colaborou para
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diminuir os sintomas da antracnose nas nervuras das folhas das plantas, e que as
maiores concentracbes desse elemento estdo associadas a resisténcia do C.
lindemuthianum em plantas de feijdo. Polanco et al. (2012), mostraram que o
fornecimento de Si aumentou a resisténcia da planta contra a antracnose, através da
maior concentragdo de lignina bem como a atividade da fenilalanina amoénia-liases e
lipoxigenases. A menor severidade da antracnose também foi associada ao aumento
das enzimas antioxidantes, como o ascorbato peroxidase, superoxido dismutase e
glutationa redutase (POLANCO et al., 2014).

O feijao € uma espécie vegetal que tem capacidade de acumular baixas
concentracdes de Si nos tecidos foliares, atingindo valores inferiores de 5 g kg* em
matéria seca da parte aérea, o que classifica como uma espécie ndo acumuladora
de Si, porém essas dependem da disponibilidade de Si no meio, idade da planta,
tipo e localizagao dos tecidos envolvidos na absorcdo, o qual afeta diretamente na
quantidade acumulada (JONES; HANDRECH, 1987; DATNOFF et al., 2001). A
maior concentracdo de Si em parte aérea de feijao foi observado na cv. BRS
Esplendor provenientes de sementes ndo inoculadas, o que pode estar relacionado
a maior producao de matéria seca, uma vez que a deposi¢cao e acumulo de Si esta
diretamente relacionado com a producdo de biomassa em plantulas de feijao
(OLIVEIRA, 2009). A deposicéo do elemento pode ajudar na rigidez da planta, mas
também pode potencializar as enzimas e compostos de defesa do hospedeiro
(DALLAGNOL et al., 2015). Os efeitos benéficos verificados pelo fornecimento de Si
em plantulas de tomate, estavam envolvidas a fun¢des bioquimicas extracelulares
no apoplasto, mesmo nao sendo constatado acumulo do Si nas células (SHI et al.,
2014). Segundo Katz (2014), os efeitos benéficos do Si nem sempre sao
proporcionais a sua acumulacdo e a baixa concentracdo nos tecidos nao significa
que tenha uma fungéo limitada.

Para a concentracéo de Ca em parte aérea de feijao, foi observada maior teor
em sementes inoculadas e sem o recobrimento com Si, e nas sementes recobertas
com Si e nao inoculadas. Esses resultados indicam que esse elemento nao
participou dos beneficios gerados pelo recobrimento das sementes no controle da
doenca, pois efeitos ocorridos via recobrimento das sementes sao conferidos pelo
Si. Zambolim e Ventura (2012) relatam que a severidade da doenca é inversamente
proporcional ao teor de Ca no tecido vegetal, no entanto ndo foi possivel observar

essa relacao no trabalho.
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O fornecimento de nutrientes por meio do recobrimento das sementes,
proporciona beneficios para o crescimento das plantulas, além da reducdo da
incidéncia e severidade da doenca nos primeiros estadios de desenvolvimento na
cultura do feijdo. Em relacdo a cultivar sucessivel ao C. lindemuthianum, o Si
contribuiu amenizando os danos causados pelo fungo, fazendo com que as plantulas
respondessem favoravelmente ao fornecimento do elemento, através da técnica de
recobrimento das sementes e sendo desta forma, uma medida promissora no

sistema de manejo integrado de controle de doencas.

4.5 Conclusoes

O recobrimento das sementes com Si diminui a incidéncia e a severidade de
Colletotrichum lindemuthianum e proporciona maior crescimento das plantulas de
feijao.

O efeito de respostas potencializadas pelo Si tem maior expressividade na

cultivar de maior suscetibilidade.



5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho, demonstram os efeitos da
utilizacdo de Si via recobrimento de sementes de feijdo, desde 0 processo
germinativo até a emergéncia final das plantulas, tanto em condi¢ées normais de
cultivo, como quando submetido a um estresse bidtico causado por patdégenos
importantes da cultura.

Foi possivel observar que as sementes recobertas com esse elemento, em
diferentes fontes e doses respondem favoravelmente aos tratamentos, através de
um maior crescimento e desenvolvimento das plantulas, sem comprometer da
emergéncia final da cultura.

A quantidade determinada pela dose ideal de Si, pode proporcionar melhor
custo beneficio, pela economia e eficiéncia do material de preenchimento, devido as
menores quantidade de poO, que resultam em efeitos satisfatérios para o
desenvolvimento da cultura.

Apesar do recobrimento das sementes com Si ndo eliminar os patdgenos
associados as sementes, proporcionaram as plantulas quando infectadas por F.
oxysporum f. sp. phaseoli e C. lindemuthianum, melhor crescimento além de uma
reducdo de incidéncia de danos, devido ao aumento da resisténcia das plantulas,
seja por meio de uma barreira fisica na parede celular ou por alteracdes a nivel
bioguimico.

As utilizagbes do Si por meio do recobrimento das sementes, através da
utilizacdo de produtos disponiveis na natureza, proporcionam uma producdo mais
sustentavel e econbmica, uma vez favorecem uma melhor qualidade ao

desenvolvimento das plantulas de feijao.
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Doses de Si (g 100kg™" de sementes)
0 45 90 135 180

Agrosilicio® (silicato de calcio e magnésio)

Silicato de célcio (Sigma Aldrich®)

Casca de arroz carbonizada (CAC)
Apéndice A. Vista das sementes recobertas com diferentes doses e fontes de silicio, mais polimero e
agua.
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Apéndice B. Analise de variancia dos fatores tempos ap6és a inoculacéo (T), fontes de silicio (F) e com

e sem inoculagdo do patdgeno (I) e suas interagBes sobre a incidéncia de sintomas,
concentragcao de compostos fendlicos sollveis totais (CFSTs), derivados de lignina-acido
tioglicdlico (DLATG) e atividades das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalases
(CAT), peroxidases (POX), lipoxigenase (LOX) e quitinases (QUI) em hipocétilo de feijéo,
provenientes de sementes inoculadas ou ndo com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli e
recobertas com diferentes fontes de silicio.

Fonte de variacdo GL

Valores de F

Incidéncia CFSTs DLATG SOD CAT POX LOX QUI

Tempos (T) 4 3,53* 19,52 117,7* 13,98* 189,9* 194,05* 92,79* 27,19*
Fontes (F) 2 1,09ns 0,61 2,71 7,62* 4,23* 512 13,30 7,10*
Inoculagéo (1) 1 - 13,14* 0,08" 0,05" 13,83* 104,03* 0,02" 21,24*
TxF 8 0,87ns 1,27~  3,32* 1,65 3,08* 2,61* 4,82* 18,33*
TxI 4 - 0,78 088" 1,80 547* 16,23* 18,59* 6,14*
Fxl 2 - 2,21 3,23* 0,17 7,73* 1,00 2,22" 6,84
TxXFExI 8 - 1,43 0,86" 3,37* 4,96* 8,35* 4,19* 5,08*

*Significativo a 5% de probabilidade (p<0,05); ns: nao significativo.

Apéndice C. Andlise de variancia dos fatores tempos apés a inoculagéo (T), fontes de silicio (F) e com

e sem inoculacdo do patdégeno (l) e suas interagBes sobre a incidéncia de sintomas,
concentracdo de compostos fendlicos sollveis totais (CFSTs), derivados de lignina-acido
tioglicolico (DLATG) e atividades das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalases
(CAT), peroxidases (POX), lipoxigenase (LOX) e quitinases (QUI) em folhas de feijao,
provenientes de sementes inoculadas ou ndo com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli e
recobertas com diferentes fontes de silicio.

Fonte de variacdo  GL

Valores de F

Incidéncia CFSTs DLATG SOD CAT POX LOX QUI

Tempos (T) 4 16,84* 5,05 24,37* 24,84 33,81* 27,89* 16,06* 22,76*
Fontes (F) 2 13,22* 1,33ns 3,37 2,03 3,39* 8,71* 538* 519*
Inoculagéo (1) 1 - 0,00  10,28* 0,74r 7,22* 20,18* 2,14 10,09*
TxF 8 3,25* 1,64r  0,65"™  1,14" 2.34*  2,26*  3,24*  2,95*
TxI 4 - 1,86"  3,55* 4,70 0,69 4,13* 4,11* 2,94
Fxl 2 - 0,13  0,06™ 0,34" 9,00 6,54* 2,16" 0,18"
TXFxI 8 - 2,58* 2,19* 3,64* 156 521* 1,31 2,61*

*Significativo a 5% de probabilidade (p<0,05); ns: n&o significativo.



ANEXOS



124

Anexo A. Sintomas de danos observados em raiz, hipocatilo e folha, causado por Fusarium sp.

Sintoma
Raiz
1 Auséncia de sintomas
Raiz pivotante totalmente ou parcialmente necrosada, porém sem raizes secundarias
normais
Sistema radicular totalmente necrosado
Hipocdtilo
1 Auséncia de sintomas
2 Plantula com lesédo superficial, com até 1,0 cm de extensao no hipocétilo
3 Plantula com lesédo deprimida, acima de 2,0 cm de extensdo no hipocétilo

Folha
1 Auséncia de sintomas
Leve desenvolvimento dos sintomas, com clorose nos foliolos com tracos de até 10%
Moderado desenvolvimento dos sintomas, com clorose nos foliolos de até 25% da area foliar

3 afetada

4 Elevado desenvolvimento dos sintomas, com clorose nos foliolos de até 50% de area
afetada

5 Severo desenvolvimento dos sintomas, com clorose de 51 a 100% da area foliar e/ou

plantulas mortas.

*adaptado de Franco et al. (2009).
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Anexo B. Escala diagramética para avaliar a severidade do Colletotrichum lindemuthianum em folhas
de feijdo (adaptado de Dalla Pria e Amorim, 2010, por Jerffeson Aradjo).



