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RESUMO

SCORTEGAGNA, P.V. Inducdo de resisténcia a mancha angular em plantas de feijao.
Orientadora: Maristella Dalla Pria. Ponta Grossa, 2026. Tese (Doutorado em Agronomia) —
Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa, 2026.

O feijdo (Phaseolus vulgaris) € uma cultura de grande importancia socioeconémica no Brasil,
cuja produtividade pode ser afetada pela acdo de doengas, em especial a mancha angular,
causada por Pseudocercospora griseola. Considerando a necessidade de estratégias mais
sustentaveis de manejo, este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de diferentes
produtos como indutores de resisténcia no manejo da doenca, bem como investigar respostas
bioquimicas e metabdlicas associadas a inducdo de resisténcia em feijdo. Foram avaliados
metabolitos de Trichoderma asperellum, Trichoderma endophyticum, Trichoderma lentiforme
e Pycnoporus sanguineus, extrato pirolenhoso, fertilizante mananoligossacarideo
(AGROMOS®), produto de fermentacdo microbiana & base de Saccharomyces cerevisiae,
acibenzolar-S-metilico (Bion®), fungicida azoxistrobina + ciproconazol (Amistar Top®) e
testemunha (&gua destilada e esterilizada), em experimentos conduzidos in vitro, em casa de
vegetacdo e em campo, utilizando as cultivares IPR-Curié e IPR-Uirapuru. No experimento in
vitro, os produtos foram incorporados ao meio de cultura fundente, avaliando-se o indice de
Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) e a esporulacdo do patégeno. Nos experimentos
in vivo, os produtos foram aplicados via pulverizacdo foliar, sendo a severidade da mancha
angular avaliada por escala diagramética e calculada a &rea abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD). As analises bioquimicas para a inducdo de resisténcia envolveram a
quantificacdo da atividade de peroxidase e da polifenoloxidase em diferentes tempos apds a
aplicacdo dos tratamentos via foliar ou sementes nas cultivares IPR-Curi6 e IPR-Uirapuru, com
ou sem a inoculacdo do patégeno. Houve também a avaliacdo do acumulo de faseolina em
hipocétilos de feijao, de ambas as cultivares citadas anteriormente, com e sem inoculagdo do
patdgeno. De modo geral, a aplicacdo foliar ndo induziu as enzimas avaliadas, enquanto o
tratamento de sementes com Trichoderma spp. influenciou a atividade de peroxidase na cultivar
IPR-Curi6 na presenca do patégeno. A caracterizacdo fitoquimica por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) demonstrou alteracdes metabdlicas em plantulas
oriundas de sementes das cultivares IPR Curié e IPR-Uirapuru, tratadas com os produtos
citados. Houve variacfes entre as cultivares, especialmente quanto aos &cidos graxos
insaturados. De forma geral, os resultados indicam que os produtos alternativos podem
promover ajustes metabdlicos compativeis com mecanismos associados a inducdo de
resisténcia, dependentes do gendtipo e das condi¢des experimentais.

Palavras-chave: Enzimas; Metabolismo secundario; Phaseolus vulgaris; Produtos
alternativos; Pseudocercospora griseola.



ABSTRACT

SCORTEGAGNA, P.V. Induction of resistance to angular leaf spot in common bean
plants. Advisor: Maristella Dalla Pria. Ponta Grossa, 2026. Thesis (Phd in Agronomy) — State
University of Ponta Grossa, Ponta Grossa, 2026.

Common bean (Phaseolus vulgaris) is a crop of major socioeconomic importance in Brazil, and
its productivity can be significantly affected by diseases, particularly angular leaf spot, caused
by Pseudocercospora griseola. Given the need for more sustainable management strategies,
this study aimed to evaluate the effectiveness of different products as resistance inducers in
disease management, as well as to investigate the biochemical and metabolic responses
associated with induced resistance in bean plants. Metabolites from Trichoderma asperellum,
Trichoderma endophyticum, Trichoderma lentiforme, and Pycnoporus sanguineus were tested,
along with pyroligneous extract, a mannan oligosaccharide-based fertilizer (AGROMOS®), a
microbial fermentation product based on Saccharomyces cerevisiae, acibenzolar-S-methyl
(Bion®), the fungicide azoxystrobin + cyproconazole (Amistar Top®), and a control treatment
(distilled and sterilized water). Experiments were conducted in vitro, in a greenhouse, and under
field conditions, using the cultivars IPR-Curié and IPR-Uirapuru. In the in vitro assays, the
products were incorporated into the culture medium, and the mycelial growth rate index
(MGRI) and pathogen sporulation were evaluated. In the in vivo experiments, treatments were
applied by foliar spraying, and disease severity was assessed using a diagrammatic scale, with
the area under the disease progress curve (AUDPC) subsequently calculated. Biochemical
analyses focused on resistance induction by measuring peroxidase and polyphenol oxidase
activity at different time points after treatment application, either via foliar spray or seed
treatment, in both cultivars, with and without pathogen inoculation. Phaseolin accumulation in
bean hypocotyls was also evaluated under the same conditions. Overall, foliar applications did
not induce the enzymes assessed, whereas seed treatment with Trichoderma spp. influenced
peroxidase activity in the IPR-Curi6 cultivar in the presence of the pathogen. Phytochemical
characterization using gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS) revealed
metabolic changes in seedlings grown from treated seeds of both cultivars. Differences between
cultivars were observed, particularly in relation to unsaturated fatty acids. In general, the results
suggest that alternative products can promote metabolic adjustments consistent with
mechanisms associated with induced resistance, depending on the genotype and experimental
conditions.

Keywords: Enzymes; Secondary metabolism; Phaseolus vulgaris; Alternative products;
Pseudocercospora griseola.
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INTRODUCAO

O feijdo (Phaseolus vulgaris L.) ¢ uma planta de ciclo anual e uma cultura com ampla
distribuicdo e boa adaptacéo a diversas condi¢des de cultivo (Barili et al., 2015). O gréo € uma
importante fonte de proteinas e carboidratos na alimentacdo humana. Agronomicamente,
possibilita uma alternativa de cultivo a diversos sistemas produtivos na agricultura nacional
(Domene; Ghedini; Steluti, 2021).

A produtividade da cultura do feijédo relaciona-se com a escolha de cultivares, manejo
de fertilidade e adubacéo e controle de plantas daninhas, pragas e doengas. Dentre as principais
doencas de relevancia econémica a cultura, estd a mancha angular (Pseudocercospora griseola
(Sacc,) Crous & U. Braun), que pode reduzir sua producao em até 80% (Aytenfsu; Terefe, 2023;
Zaffar et al., 2024).

O monitoramento e 0 manejo das doencas fungicas € uma ferramenta essencial na
manutencdo da produtividade. S&o empregadas no manejo de doencas algumas estratégias
como a rotacdo de culturas, o uso de cultivares resistentes, e produtos para controle de origem
biolégica ou quimica. Entretanto, a aplicacdo inadequada destes produtos, destacando-se 0s
quimicos, traz consigo problemas como a fitotoxidez, contaminacdo ambiental, além de
possivel selecdo de populagdes resistentes a essas moléculas (Canale et al., 2020).

Dessa forma, faz-se necessario o desenvolvimento de alternativas que possibilitem o
controle de doencas, como a mancha angular, mas de forma ambientalmente segura. Nesse
sentido, 0 uso de produtos que promovam a inducao de resisténcia em plantas de feijao pode se
tornar uma alternativa de controle efetiva e menos onerosa (Derbalah et al., 2022).

A resisténcia em plantas € induzida a partir de respostas da planta ao ataque de
patdgenos, mas também pode ser desencadeada por meio do uso de substancias que ndo fazem
parte do metabolismo dessas plantas. Estas substancias exdgenas, ativam rotas metabdlicas com
a sintese de enzimas e metabdlitos secundarios, substancias que podem levar a planta a
resisténcia ao ataque de patdgenos.

Podem atuar como indutores substancias de origem quimica, as quais, podem nao ser
permitidas em todos os sistemas de producéo, como seria 0 caso do organico. Como alternativa
ao uso de quimicos, pode-se empregar na inducgédo de resisténcia em plantas o uso de agentes
bioldgicos como fungos saprobios, nutrientes minerais ou extratos preparados a partir de
microrganismos como leveduras, os quais sdo eficientes em ativar rotas metabolicas da planta
e induzir a producdo de enzimas e substéncias de defesa (Chen et al., 2020; Dildey, 2017,
Toillier et al., 2020; Viecelli et al., 2010).



19

O presente trabalho parte da hipotese de que a aplicacdo de produtos alternativos e
indutores de resisténcia, via foliar e tratamento de sementes, é capaz de induzir a resisténcia em
plantas de feijdo. A inducdo de resisténcia resulta em alteracfes enzimaticas, metabdlicas e
fitossanitarias que podem contribuir para a reducao do progresso da mancha angular na cultura
do feijo.

Dessa forma, o objetivo geral foi avaliar o potencial de diferentes elicitores na ativagéo
da inducédo de resisténcia na cultura do feijdo, integrando analises de severidade da doenca,
atividade de enzimas relacionadas a defesa e perfil metabdlico das plantulas. De forma
especifica, buscou-se: verificar o efeito dos tratamentos sobre o progresso da doenca nas
cultivares IPR-Curi6 e IPR-Uirapuru a campo; quantificar respostas bioquimicas associadas a
defesa vegetal, como enzimas oxidativas e fitoalexina, e caracterizar as alteracbes no
metabolismo secundario associadas a inducao de resisténcia ap0s o tratamento de sementes com

os indutores.
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CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 CULTURA DO FEIJAO

O feijdo (Phaseolus vulgaris L.) € uma planta dicotileddnea e herbacea, originada de
leguminosas que se encontravam distribuidas nos territorios da América Central & América do
Sul. A espécie pertence a familia Fabaceae, sub-familia Faboideae e género Phaseolus (Santos
etal., 2015).

A planta de feijao produz um caule principal, no qual desenvolvem-se nos e entrenos,
e, lateralmente os ramos laterais com folhas trifolioladas. O habito de crescimento das plantas
pode ser determinado, com porte ereto ou semiereto, ou indeterminado, com porte prostrado ou
trepador, influenciando diretamente a cadeia produtiva desde a semeadura a colheita (Didonet;
Carvalho, 2014).

A espécie P. vulgaris apresenta reproducdo autdgama e suas flores fecundadas dao
origem a frutos do tipo vagem, com duas valvas unidas nas quais se abrigam as sementes. O
desenvolvimento da cultura em campo é compreendido em duas grandes fases: a vegetativa e a
reprodutiva, possibilitando a divisdo do ciclo em diferentes estadios (Tabela 1.1) (Oliveira et
al., 2018).

TABELA 1.1 - Estadios fenoldgicos da cultura do feijdo (Phaseolus vulgaris L.).

Estédio Nome Descricdo
VO Germinacdo Germinacdo da semente.
Emergéncia de pelo menos 50% dos cotilédones até o

Vi Emergencia inicio do desenvolvimento das folhas primarias.
S Folhas primarias totalmente expandidas até a abertura do
V2 Folhas primarias L ey
primeiro trifélio.
Primeiro trifolio totalmente expandido, segundo trifélio
V3 Primeiro trifélio em crescimento até o inicio da abertura do terceiro
trifolio.
V4 Terceiro trifélio Terceiro trifélio aberto gte 0 surgimento dos primeiros
botbes florais.
. x Aparecimento dos botdes florais até o inicio do
R5 Pré-floracéo .
florescimento.
x Abertura de pelo menos 50% dos botdes florais até o
R6 Floracdo ;
florescimento pleno.
R7 Formagéio de vagens Formacéo das primeiras vagens e termllna_ quando as
vagens atingem comprimento maximo.
R8 Enchimento de vagens Enchimento de gréos até o inicio da queda de folhas.
R9 Maturacao Senescéncia foliar e maturagdo dos graos.

Fonte: Oliveira et al. (2018).
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Os grdos tém altas quantidades de carboidratos, proteinas e nutrientes essenciais, o que
torna o feijdo um importante alimento na dieta humana. Desta forma, a cultura tem destaque no
que se refere a seguranca alimentar (Silva, 1981; Tavares et al., 2018; Zimmerman, 1988).

Com boa adaptabilidade edafoclimatica, a cultura do feijdo tem seu cultivo em
praticamente todos os Estados do Brasil, dividido em trés grandes safras anuais. A primeira,
que compreende o periodo com maior pluviosidade, é conhecida como safra das 4guas, semeada
entre agosto e dezembro. Em seguida, a segunda safra, ou safra das secas, é colocada em campo
entre 0s meses de janeiro e abril e por fim, a terceira safra, semeada de maio a julho, porém
restrita a regides mais quentes do pais (Brasil, 2021).

O feijdo apresenta ainda versatilidade agrondmica, atendendo desde a producdo de
baixa tecnologia em pequenas areas ao cultivo tecnificado em grandes propriedades. Além da
importancia social e econémica, isso permite que a cultura tenha cerca de 3 milhGes de
toneladas produzidas anualmente, em cerca de 2,7 mil hectares cultivados no Brasil (Brasil,
2026).

A produtividade media da cultura na safra 2024/2025 apresentou crescimento de 7%
em comparagdo com 2023/2024, ultrapassando 1100 kg por hectare (Brasil, 2026). O cultivo
frequente de feijdo, no entanto, possibilita a presenca constante de patdgenos, que em condices
ambientais adequadas levam ao desenvolvimento de doencas. Essas, podem levar a redugdo da
area fotossintética e a producdo de grdos, trazendo reducdes na produtividade (Bassanezi,
2000).

Caracteriza-se por doenca a interferéncia causada nos processos fisioldgicos das
plantas ocasionada pela acdo de fungos, bactérias, virus, etc. Estes microrganismos na presenca
de hospedeiro suscetivel e condi¢des climaticas favoraveis, levam ao desempenho deficitario,
reduzindo os potenciais produtivos (Rezende; Massola Janior; Bedendo, 2019).

Entre as doencas capazes de causar danos na cultura do feijdo, grande parte possui
como causa um agente flngico que ataca a parte aérea das plantas, como a antracnose
(Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn. Lams. Scrib)), a mancha angular, a ferrugem
(Uromyces appendiculatus (Pers.) Unger)) e o oidio (Oidium sp.) (Wendland et al., 2016). Estas
doencas, sem o devido manejo e controle, podem levar a danos proximos a 100% (Paula Junior;
Wendland, 2012).
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1.2 MANCHA ANGULAR

1.2.1 Sintomatologia

A mancha angular, com agente causal Pseudocercosopora griseola, ¢ uma doenca que
ocorre em praticamente todas as areas produtivas do territério brasileiro, podendo levar a
reducdes na produtividade de até 80% (EMBRAPA, 2018). De acordo com 0 progresso da
doenga, o fungo pode ocasionar sintomas nas folhas, vagens e no caule. Na folha, surgem lestes
angulares, de coloracdo amarronzada e contidas pelas nervuras (Figura 1.1), podendo levar a
desfolha prematura. J& nas vagens e no caule, surgem lesdes arredondadas, de coloracao

marrom, ndo deprimidas (Dalla Pria; Silva, 2018).

FIGURA 1.1 — Sintomas de mancha angular (Pseudocercospora griseola) em face abaxial (A) e adaxial (B) de
folha de feijdo (Phaseolus vulgaris).

Fonte: a autora.

Em condicBes de campo, 0s sintomas tornam-se mais evidentes nos estadios finais da
cultura, principalmente apds o inicio do estadio reprodutivo. A esporulacdo ocorre em qualquer
0rgéo da planta que contenha as lesdes, as quais podem evoluir e coalescer, levando a desfolha
prematura da planta de feijao (Wendland et al., 2016).
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1.2.2 Etiologia

O agente etioldgico da mancha angular, anteriormente denominado Phaeoisariopsis
griseola Sacc. Ferraris [Sin. Isariopsis griseola (Sacc.)], passou a ser denominado
Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & Braun a partir de 2007 (Dalla Pria; Silva, 2018).
O patdgeno foi descrito em 1878 por Saccardo, e pertence ao reino Fungi, a classe dos
Deuteromicetos, ordem Moniliales e familia Stilbaceae (Barnett; Hunter, 1998; Zaumeyer;
Thomas, 1957).

Em meio de cultura, o patégeno produz micélio escuro, pouco abundante e em colénias
restritas a um pequeno raio de crescimento (Figura 2.1A). Ja em tecidos vegetais, o fungo forma
estruturas reprodutivas denominadas sinémios, que sao compostas por feixes de conidioforos
de coloracdo escura na face abaxial das folhas (Figura 2.1B e 2.1C). Os conidiéforos produzem
esporos (conidios) de coloracdo clara, cilindricos a fusiformes com septos variando na
quantidade de 0 a 7 septos (Figura 2.1D) (Buruchara, 1983).

FIGURA 2.1 — Col6nias de Pseudocercospora griseola cultivadas in vitro com 1 (A) e 14 (B) dias de incubacéo;
sinémios em lesdo de mancha angular (Pseudocercospora griseola) na face abaxial de folha de
feijdo (Phaseolus vulgaris) (C); feixe de conidioforos reunido em sinémio visto no microscopico
6tico objetiva 40x (D); Conidios observados em microscépico 6tico objetiva 40x (E).

Fonte: a autora.
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Na relacdo patégeno/hospedeiro, P. griseola é hemibiotréfico, ou seja, apresenta
comportamento nutricional biotréfico e necrotrofico. Os patégenos iniciam a infeccéo retirando
o0s nutrientes da célula vegetal por meio de uma vesicula e durante a colonizagdo, mesmo apds
a morte dos tecidos, desenvolvem-se e esporulam na area infectada de forma necrotrofica.

O processo de infecgdo inicia com a germinacdo do conidio na face abaxial da folha
de feijdo, cujo tubo germinativo produzido estende-se sobre as células da epiderme e dos
estdmatos. O tubo entdo penetra pelos estbmatos, e ja no interior dos tecidos, as hifas se
desenvolvem e crescem nos espacos intercelulares, onde ocorre a producdo e liberacdo de
toxinas, levando a morte celular e necrose foliar (Monda; Sanders; Hick, 2001).

A safra da seca (semeadura de janeiro a margo) apresenta as melhores condicdes para
disseminacéo e desenvolvimento da mancha angular: alternancia entre periodos secos e umidos,
umidade relativa acima de 70% e temperaturas entre 16 e 28°C, com condi¢bes 6timas de
desenvolvimento entre 21 e 25°C. Os conidios do fungo sdo disseminados principalmente pelo
vento, sobrevivendo também em hospedeiros alternativos, sementes e restos culturais
infectados, favorecendo a contaminacdo precoce na cultura (Dalla Pria; Silva, 2018;
EMBRAPA, 2018).

Além de sobrevivéncia por até 19 meses em condicfes ndo ideais ao desenvolvimento,
P. griseola apresenta grande variabilidade genética e patogénica, com mais de 50 pat6tipos
identificados nas regides produtoras do Brasil. Tal variabilidade compromete o controle da
doenca, havendo a necessidade de combinar diferentes técnicas para um manejo efetivo
(Wendland et al., 2016).

1.2.3 Manejo da Mancha Angular

Pode-se aplicar para 0 manejo da macha angular em feijao, as estratégias estabelecidas
pelo manejo integrado de doencas (MID). Este é um sistema que engloba diferentes formas de
controle, de maneira que, quando utilizadas em conjunto e/ou em sequéncia, permitem um
controle mais efetivo, sustentavel e menos oneroso (Stemberg, 2017).

Dentre as técnicas estabelecidas no MID, estdo o controle genético através do uso de
variedades resistentes, o controle quimico, cultural e biologico, os métodos fisicos e mecénicos
e o controle legislativo. Para estas tecnicas, no entanto, é necessaria a adequacéo de acordo com
a legislacao vigente e a disponibilidade de recursos de cada produtor (Dent, 1995).

O uso inadequado de fungicidas quimicos, no entanto, pode levar & contaminacao

ambiental e humana, além de reduzir sua efetividade devido a resposta evolutiva natural das



25

populacdes do patdgeno, nas quais podem ser selecionados individuos resistentes as moléculas
(Ghini; Kimati, 2002; Pignati, 2018). Nesse sentido, podem-se buscar alternativas ao uso de
quimicos no controle de doencas de forma mais sustentavel, dentre as quais, pode-se destacar
a inducdo de resisténcia, que ativa mecanismos de defesa naturalmente presentes nas plantas
(Peiter-Beninca et al., 2021).

1.3 INDUCAO DE RESISTENCIA

A resisténcia de uma planta é caracterizada pela sua capacidade em evitar ou atrasar a
entrada de patogenos, afetando seu desenvolvimento nos tecidos vegetais. Podem ser
observadas nas plantas e em seus tecidos caracteristicas estruturais, como parede celular,
acumulo de lignina e ceras, ou tracos bioquimicos, com metabolitos tdxicos aos patdgenos
(Agrios, 2005).

Os mecanismos de defesa sdo produzidos em resposta ao reconhecimento do patdgeno
pela planta, desencadeando uma série de sinais que ativam rotas metabolicas de protecdo a fim
de evitar a infeccdo. Outra forma de ativar as rotas de defesa é através da aplicacdo de
substancias exdgenas, as quais ativam o metabolismo das plantas, conferindo resisténcia aos
fitopatogenos (Gontijo Neto et al., 2016).

Em plantas, dois diferentes tipos de resisténcia podem ser encontrados. O primeiro,
conhecido como Resisténcia Sisttmica Adquirida (SAR — Systemic Acquired Resistance),
ocorre a partir da resposta a infecgdo por agentes fitopatogénicos, ativando a rota de sinalizacao
do &cido salicilico. No entanto, destaca-se ainda que esse tipo de resisténcia pode ser ativado
também por agentes nao-patogénicos e pelo uso de substancias exdgenas, como acido salicilico,
fosfitos e outros (Heil, 2004).

A segunda forma de resisténcia em plantas é a Resisténcia Sistémica Induzida (IRS —
Induced Systemic Resistance), a qual ocorre através da ativacdo da rota do acido jasmonico e
do etileno a partir do uso de elicitores. Este tipo de resisténcia tem amplo espectro, atuando na
protecdo a patdgenos e conferindo tolerancia a estresses abidticos (Diaz-Puentes, 2012;
O’Brien, 2017).

A resisténcia induzida por elicitores ndo promove alteracdo no genoma da planta,
tampouco pode ser transmitida aos descendentes, mas ativa genes capazes de codificar
diferentes respostas de defesa. Essas respostas da planta ocorrem inicialmente nas células ao
redor do local de infeccao, através de reagdes de hipersensibilidade e sintese de metabolitos
secundarios, como fitoalexinas e compostos fendlicos, passando entéo para ativacdo metabolica

mais ampla, a nivel sistémico, com a sintese enzimatica (Robayo; Gutiérrez, 2014).
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As respostas de resisténcia podem ser observadas entdo através da rota de sintese de
fitoalexinas, com o aumento da atividade de fenilalaninas amonia-liases. Pode-se visualizar
ainda um aumento na atividade de enzimas como as peroxidases, polifenoloxidases, proteases
e B-1,3-glucanases, produzidas a partir da ativacdo das proteinas relacionadas a patogénese
(proteinas PR) (Rinella et al., 2010).

Os elicitores sdo as moléculas exdgenas que ativam as defesas fisioldgicas e a
producdo de metabdlitos nas plantas. Estes elicitores podem ter origem bidtica ou abidtica,
destacando-se substancias como o acibenzolar-S-metilico (Huang et al., 2012), extrato
pirolenhoso (Chen et al., 2020), fertilizante mananoligossacarideo (Labanca, 2002) e indutores
bidticos como extratos de microrganismos (Yaguchi et al., 2017) ou fungos saprobios do género

Trichoderma e Pycnoporus.

1.3.1 Mecanismos Bioquimicos e Fisioldgicos da Resisténcia Induzida

1.3.1.1 Ativacéo de enzimas de defesa

O processo de resisténcia induzida tem inicio com o reconhecimento do elicitor por
receptores localizados na membrana plasmatica, ativando respostas metabdlicas das plantas.
Essas respostas iniciam j& nos primeiros minutos com mudancas na permeabilidade da
membrana, estimulando a entrada de fons calcio (Ca®*) e hidrogénio (H*) e a saida de potéssio
(K*) e cloro (CI"), além da producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), as quais atuam
como moléculas sinalizadoras amplificando as respostas de defesa. A parede celular, por sua
vez, é remodelada por meio da deposicdo de lignina e da reorganizacéo dos seus componentes,
dificultando a penetracdo e a colonizacdo por patdgenos (Hlckelhoven; Schouten, 2022; Taiz
etal., 2017).

A fase priming inclui todas as mudancas no metabolismo vegetal apds a percepcao dos
estimulos dos elicitores, deixando a planta em estado de preparacdo para uma resposta frente a
um desafio posterior. Essas mudancas podem ser de ordem fisioldgica ou molecular e podem
ser transitorias ou mantidas durante a vida da planta, podendo ser detectadas pelo aumento da
atividade de enzimas relacionadas ao metabolismo oxidativo e a rota dos fenilpropandides, bem
como pelo acimulo de metabolitos com agédo antimicrobiana (Mauch-Mani et al., 2017).

Em plantas de feijdo, estudos indicam que a resisténcia induzida esta associada ao
aumento de fitoalexinas e de enzimas oxidativas, como peroxidases e polifenoloxidases
reforcando a multifatorialidade das respostas. Cabe ressaltar que a eficiéncia das respostas
relacionadas a inducgéo de resisténcia depende de fatores como a natureza do elicitor, o tecido
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alcancado, o estadio fenoldgico da planta e a interacdo com as principais vias hormonais
envolvidas na defesa vegetal (Abu-Tahon; Mogazy; Isaac, 2022; Basiony et al., 2023; ; Garcés-
Fiallos et al., 2022).

1.3.1.1.1 Peroxidases

As peroxidases (EC 1.11.1.x) constituem um grupo de enzimas encontradas nos tecidos
vegetais, que fazem parte dos mecanismos de defesa associados a resisténcia induzida. Sua
sintese é ativada por sinais de estresse biotico, atuando principalmente na parede celular e no
apoplasto, onde participa da lignificacdo, da formacdo de barreiras estruturais e da regulacéo
do balanco redox, contribuindo diretamente para a resisténcia da planta. Essas enzimas utilizam
peroxido de hidrogénio (H202) como substrato para catalisar reagdes de oxidagao de compostos
fendlicos e metabolizar EROs. A atuacdo coordenada entre EROs e peroxidases permite que a
planta mantenha o equilibrio entre a sinalizacdo da defesa e a prevencdo de danos oxidativos
(Freitas et al., 2024; Pandey et al., 2017).

Outra funcdo da peroxidase estd relacionada a lignificacdo e a manutencdo de
componentes da parede celular. Por meio da oxidagdo de monoligndis e fendis, a enzima
contribui para a formacdo de lignina e aumento da rigidez da parede celular, dificultando a
penetracdo e o avanco do patdgeno nos tecidos. Esse mecanismo é de extrema importancia em
interacdes com patdgenos hemibiotréficos, como P. griseola, que dependem da integridade
celular do hospedeiro durante as fases iniciais de infeccdo (Taiz et al., 2017)

No feijdo, diversos estudos tém demonstrado que 0 aumento da atividade de peroxidase
estd associado a respostas de resisténcia induzida. Trabalhos envolvendo a aplicacdo de
elicitores quimicos ou bioldgicos relatam um aumento na atividade dessa enzima, sugerindo
que a peroxidase atua durante a ativacao das defesas vegetais (Rezalou et al., 2023; Waheed et
al., 2023). Em particular, sistemas que utilizam produtos alternativos apresentam respostas de
ativacdo da peroxidase, refletindo a capacidade desses insumos de modular o metabolismo
defensivo da planta (Freires et al., 2022; Zhou et al., 2024).

1.3.1.1.2 Polifenoloxidase

A polifenoloxidase (PPO; EC 1.14.18.1) é uma enzima que atua de maneira
complementar as peroxidases, integrando o metabolismo oxidativo e a rota dos compostos
fenolicos. Enquanto as peroxidases estdo relacionadas a lignificacdo e ao reforgo estrutural da

parede celular, a PPO contribui com a oxidacdo de compostos fendlicos a quinonas. As
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quinonas formadas podem apresentar toxicidade direta a microrganismos ou criarem um
ambiente bioquimico desfavoravel ao desenvolvimento de patégenos (Zhang, 2023; Zhang et
al., 2023).

O aumento da atividade de polifenoloxidase tem sido relatado em plantas como resposta
a diferentes estimulos elicitantes, incluindo infeccao por patégenos e aplicagdo de indutores de
resisténcia. Estudos indicam que a elevacgéo da atividade de PPO pode ocorrer tanto em plantas
jovens quanto adultas, sendo observada em associacdo com a reducdo da severidade de doencas
foliares e vasculares. Embora a resposta da PPO seja, em alguns casos, mais variavel do que a
de outras enzimas de defesa, sua ativagdo contribui para a composi¢do do estado fisiologico
defensivo da planta (Abdelaziz et al., 2023; Bello et al., 2025; Velmurugan et al., 2023).

1.3.1.1.3 Fitoalexina

As fitoalexinas constituem um grupo de metabolitos secundarios de baixo peso
molecular sintetizados pelas plantas em resposta a estimulos bi6ticos ou abidticos. No feijao, a
principal fitoalexina descrita é a faseolina, um isoflavonoide cuja atividade antifangica tem sido
amplamente documentada em diferentes sistemas patdgeno—hospedeiro. A sintese e 0 acimulo
de faseolina representam uma resposta bioquimica altamente especifica, frequentemente
associada a contencdo do avanco de patdgenos foliares (Dev et al., 2024; Taiz et al., 2017).

A producao de faseolina esta intimamente ligada a ativacdo da rota dos fenilpropanoides
e dos isoflavonoides, estimulada ap6s a percepcdo de sinais elicitores e a ativacdo das vias de
sinalizagdo associadas a resisténcia induzida. Diferentemente das enzimas de defesa, cuja
atividade pode influenciar o metabolismo para evitar a entrada de patégenos, o acimulo de
fitoalexinas reflete em redirecionamento metabolico para a sintese de compostos com acgédo
direta e, muitas vezes localizada, sobre o patdgeno. Nesse contexto, a faseolina atua como
composto antimicrobiano, inibindo a germinacdo de esporos, o crescimento micelial e a
colonizacdo dos tecidos vegetais, inclusive em feijao (Bello et al., 2025; Cooper; Campbell;
Garrett, 2022; Pittner et al., 2018).

1.3.2 Metabolismo Secundério

O metabolismo secundéario das plantas compreende um conjunto diversificado de rotas
metabdlicas responsaveis pela producdo de compostos que, embora ndo estejam diretamente
envolvidos nos processos primarios de crescimento e desenvolvimento, exercem funcdes

essenciais na adaptacédo das plantas ao ambiente (Figura 1.3). Esses metabolitos atuam na defesa
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contra patdgenos e pragas e na prote¢do contra estresses abidticos (Mufioz-Sanchez; Vazquez-

Flota, 2024; Taiz et al., 2017).

FIGURA 1.3 — Esquema do fluxo metabdlico em plantas, ilustrando a produgdo de metabdlitos a partir de fatores

ambientais.
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Fonte: Adaptado de Mufioz-Sanchez e Vazquez-Flota (2024); Li et al. (2023a); Li et al. (2023b).

A ativacdo dos mecanismos de resisténcia induzida estd frequentemente associada a

alterac6es no perfil de metabdlitos primérios e secundarios. Essas alteragdes se envolvem em

reorganizacdo metabdlica que inclui terpenos, glicosideos, fenilpropanoides, alcaloides,

compostos fendlicos, acidos graxos, aminoacidos e lipidios. Tal reprogramacdo metabodlica

reflete o ajuste fisiologico da planta diante de estimulos elicitores ou patdégenos, resultando em

estado metabolico capaz de sustentar respostas de defesa mais rapidas e eficientes (Li et al.,

2023a; Li et al., 2023b).

Assim, o estudo do metabolismo secundario permite ampliar a compreensdo dos efeitos

da inducdo de resisténcia para além de marcadores enzimaticos especificos, integrando

respostas bioquimicas, fisioldgicas e metabolicas.
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1.3.3 Produtos Alternativos para a Indugéo de Resisténcia

1.3.3.1 Fungos saprobios

Fungos saprébios sdo microrganismos que produzem e secretam enzimas capazes de
degradar tecidos de plantas, liberando nutrientes para 0 meio. Os saprobios sdo capazes de
absorver esses nutrientes mais eficientemente que os patdgenos, resultando entdo, em
importante mecanismo de antagonismo por meio de competi¢cdo (Thrane; Jensen; Tronsmo,
2000).

O auxilio a protecdo da planta promovido por esses fungos ocorre também pelo
biocontrole por meio da producdo de substancias capazes de degradar a parede celular de
diversos fungos. Ha ainda o aumento da resisténcia das plantas, ativada a partir de substancias
produzidas pelos saprobios, como alcaloides, flavonoides, diterpenos, isoflavonoides e
quitinases. Desta forma, esses microrganismos podem colaborar com a protecdo contra
doencas, sendo um método alternativo ao controle quimico (Peitl, 2015).

Dentre as diversas espécies de saprobios, fungos do género Trichoderma e Pycnoporus
sanguineus séo alguns dos que n&o apresentam toxicidade ao ambiente e tem, dentre seus efeitos
em plantas, a producdo de substancias que ativam mecanismos de resisténcia, além de
promoverem o biocontrole de patdgenos (Christmann et al., 2019; Peiter-Beninca et al., 2021,
Toillier et al., 2020).

Estudo conduzido por Zheng et al. (2024) demonstraram que a inducao de resisténcia
sistémica mediada por Trichoderma asperellum em plantas de tomate (Solanum lycopersicum
L.) estd diretamente associada a ativacdo da via de flavonoides. A inoculacdo da cepa T141
promoveu 0 aumento da atividade de enzimas antioxidantes e a diminuicdo do estresse
oxidativo nas raizes. As anélises metaboldémicas evidenciaram o acumulo de flavonoides e
outros metabolitos secundarios relacionados a defesa vegetal, indicando que esses compostos
fizeram parte da resisténcia induzida.

Karuppiah et al. (2022) trouxeram resultados de que a aplicacdo de Trichoderma
asperellum GDFS1009 foi eficiente na reducdo da severidade da podridao de colmo do milho
(Zea mays L.) causada por Fusarium graminearum S.. A presenc¢a do antagonista estimulou
respostas de defesa na planta, evidenciadas pela ativacéo de vias hormonais associadas ao &cido
salicilico, &cido jasmonico e etileno, indicando a inducao de resisténcia sistémica.

Rezalou et al. (2023) demonstraram que espécies de Trichoderma apresentaram efeito
biostimulante sobre plantas de feijdo, melhorando parametros fisiologicos como o teor de

clorofila, de carotenoides, de proteinas sollveis e na atividade de enzimas associadas a defesa,
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como peroxidase e polifenoloxidase. A inocula¢do de sementes foi 0 método mais eficiente, e
as respostas variaram entre as espécies avaliadas, indicando que o efeito depende da interacdo
especifica com a planta.

Extratos de P. sanguineus, obtidos a partir da secagem e moagem dos basidiocarpos,
sequidas de reidratacdo e filtracdo, foram avaliados por Brito et al. (2025), que observaram
reducdo da infeccdo por Meloidogyne spp. em plantas de tomate, mesmo sem efeito nematicida
direto in vitro. Segundo os autores, esse resultado esta relacionado a ativacdo de mecanismos
de defesa da planta, evidenciada pelo aumento da atividade de peroxidase, indicando o potencial
desses extratos na indugéo de resisténcia.

Viecelli et al. (2010) também demonstraram que P. sanguineus foi eficiente no
controle da mancha angular do feijdo, com reducdo da severidade da doenca em condigdes de
casa de vegetacdo e campo. O uso dos extratos aquosos do po seco de micélio do fungo esteve
associado ao aumento da atividade de enzimas de defesa, como peroxidase e polifenoloxidase,
além de alteracfes em parametros fisiologicos da planta, indicando a ativacdo de mecanismos

de resisténcia em plantas de feijdo.

1.3.3.2 Extrato pirolenhoso

O extrato pirolenhoso, ou acido pirolenhoso, é um produto obtido a partir da
condensacédo da fumaca formada durante a carbonizacdo de biomassa vegetal ou da queima de
madeira para a producdo de carvao vegetal. Na literatura encontram-se relatos do uso do extrato
com fungdo adjuvante e herbicida (Zeferino; Lima; Vieira, 2018), promotora de crescimento
(Silvaetal., 2017) e antifungica (Theapparat et al., 2015; Yahayu et al., 2017; Gao et al., 2020).

Além da acdo antifungica, ha contribuicbes do extrato pirolenhoso na ativacao
enzimatica de plantas. O produto atua como agente indutor a sintese de enzimas de protecédo a
planta, como peroxidase e polifenoloxidase. Chen et al. (2020) trouxeram resultados de que o
acido pirolenhoso foi eficiente na reducédo da severidade do mofo-cinzento, causado pelo fungo
Botrytis cinerea em uvas (Vitis vinifera L.). Os autores destacaram que o0 produto pode
contribuir para o fortalecimento das respostas de defesa da planta, indicando seu potencial como
alternativa ou complemento ao uso de fungicidas sintéticos.

Wang et al. (2019) mostraram que o tratamento de sementes de trigo (Triticum
aestivum L.) com extrato pirolenhoso aumentou o crescimento das plantas e a tolerdncia ao
estresse por seca. O extrato foi capaz de elevar os teores de acido abscisico nas raizes e estimular
o0 sistema antioxidante, com aumento das atividades de enzimas como peroxidase, superdxido

dismutase e catalase. A anéalise protedmica indicou alteragdes em proteinas relacionadas ao
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metabolismo, resposta ao estresse e metabolismo secundario, sugerindo que o extrato
pirolenhoso é capaz de ativar as defesas da planta para enfrentar condi¢Ges adversas.

Nutsukpo et al. (2025) mostraram que o acido pirolenhoso reduziu a severidade de
Botrytis cinerea em videiras e promoveu alteracdes fisiologicas positivas nas plantas, como
aumento de carotenoides e flavonoides. Apesar de o fungicida comercial apresentar maior
eficiéncia no controle da doenca, os resultados indicam que o &cido pirolenhoso pode atuar
como alternativa ou complemento no manejo, contribuindo para o fortalecimento fisioldgico da
planta e sua resposta ao patdgeno.

Utilizando o extrato pirolenhoso via tratamento de sementes de tomate, Ofoe et al.
(2022) observaram que esse produto melhorou a velocidade de germinacdo e vigor das
plantulas, promovendo maior crescimento de raizes e parte aérea mesmo sob presenca de
aluminio. O acido pirolenhoso também reduziu compostos associados ao estresse oxidativo
(como peroxido de hidrogénio e malondialdeido) e elevou a acumulagéo de prolina e proteinas
soluveis, além de aumentar a atividade de peroxidase e a expressao de genes antioxidantes,
sugerindo que o priming com acido pirolenhoso contribui para o fortalecimento do sistema

antioxidante da planta frente ao estresse.

1.3.3.3 Saccharomyces cerevisiae

A parede celular de Saccharomyces sp. € composta por trés moléculas principais,
sendo o B-glucano correspondente & aproximadamente 60% da massa seca da parede, a manose
38% e a quitina 2% (Aguilar-Uscanga; Frangois 2003). Em destaque, os B-glucanos séo
polissacarideos compostos por monémeros de glicose, unidos através de ligacdes glicosidicas
B do tipo B-1,3; B-1,4; ou B-1,6. O B-1,3-glucano ¢ o mais abundante, mas a ligagdo B-1,6-
glucano € a principal no que se diz respeito a atividade elicitora a inducdo de defesa a
fitopatogénicos em plantas (Fesel; Zuccaro, 2016).

Em geral, os produtos de fermentacdo de Saccharomyces sp. apresentam resultados
promissores quanto a inducdo de resisténcia em plantas. As moléculas principais, derivadas da
parede celular da levedura, foram testados como indutores de defesa em plantas. Resultados
promissores foram encontrados quanto a inducdo de resisténcia a fitopatdgenos em trigo
(Twamley; Gaffney; Feechan, 2019), cevada (Hordeum vulgare L.) (Reglinski; Lyon; Newton,
1994), Arabidopsis thaliana L. Heynh. (Yaguchi et al., 2017) e alface (Lactuca sativa L.)
(Reglinski; Lyon; Newton, 1995).
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O AGROMOS® é registrado no Brasil como fertilizante e fabricado a base de
mananoligossacarideos fosforilados, derivados da parede celular da levedura S. cerevisiae 1026
(Hansen) e do extrato filtrado de Lactobacillus sp. (Alltech Crop Science, 2012). Esse produto
é composto por solidos solaveis originarios do processo de fermentacdo dos microrganismos e
é capaz de induzir a resisténcia, além de apresentar carater sistémico e possuir diferentes
mecanismos de a¢ao (Dantas et al., 2004).

Estudos demonstram a efetividade no uso de mananoligossacarideos em diferentes
culturas com o objetivo de induzir a resisténcia. Em pesquisa com S. cerevisiae em pepino
(Cucumis sativus L.) e soja (Glycine max L. Merr.), Labanca (2002) demonstra que 0 uso dos
compostos produzidos durante a fermentacdo da levedura foi promissor em induzir a
resisténcia. Houve um acumulo de fitoalexinas em soja e aumento da atividade de peroxidases
no pepino, além de apresentar efeito inibitorio sobre o crescimento e esporulacdo de
Colletotrichum lagenarium (Pass.), agente etiol6gico da antracnose das cucurbitéceas.

Di Piero et al. (2005) demonstraram eficiéncia desse produto no controle de doencas
de videira, batata (Solanum tuberosum L.) e tomate. Bonaldo; Pascholati; Romeiro (2005), por
sua vez, verificou que S. cerevisiae teve sucesso quanto a protecao de plantulas de pepino a C.
lagenarium e na protegdo de plantas de sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) contra
Colletotrichum sublineolum P. Henn., Kabat & Bulbak pelo acamulo de fitoalexinas em folhas

e em mesocotilos de sorgo.
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1.4 CONSIDERACOES FINAIS

A cultura do feijdo tem elevada importancia no Brasil, porém é frequentemente afetada
por doengas, dentre as quais a mancha angular, causada por P. griseola, se destaca pelo
potencial de reduzir a produtividade. A variabilidade do patdgeno e as limitagdes do controle
quimico refor¢cam a necessidade de estratégias de manejo mais sustentaveis.

Nesse contexto, a inducdo de resisténcia vegetal apresenta-se como uma alternativa
dentro do manejo integrado de doencas, por ativar mecanismos naturais de defesa das plantas.
A literatura evidencia que esse processo envolve respostas bioquimicas e fisioldgicas, como a
ativacdo de enzimas de defesa, o acimulo de fitoalexinas e alteragdes no metabolismo
secundario, preparando a planta para responder de forma mais eficiente ao ataque de patdégenos.

Os produtos alternativos abordados nesta revisdo, incluindo extratos de fungos
saprobios, extrato pirolenhoso e derivados de S. cerevisiae, demonstram potencial como
elicitores de resisténcia, contribuindo para a ativacdo das defesas vegetais e para a reducédo da
severidade de doencas de plantas. Dessa forma, estudos que envolvam a compreensdo dos
mecanismos da resisténcia induzida sdo fundamentais para subsidiar o desenvolvimento de

estratégias de manejo mais eficientes e ambientalmente seguras para a cultura do feijdo.
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CAPITULO 2 - PRODUTOS PARA PROTECAO DE PLANTAS DE FEIJAO A
MANCHA ANGULAR

RESUMO

O manejo sustentavel da mancha angular (Pseudocercospora griseola) na cultura do feijao
(Phaseolus vulgaris) é essencial para reduzir o impacto ambiental causado pelo uso
indiscriminado de fungicidas. Dessa forma, este estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia
de produtos indutores de resisténcia no manejo da doenga em condi¢es in vitro e in vivo, sob
cultivo protegido e em campo. Foram testados dez tratamentos: metabolitos termoestaveis de
Trichoderma asperellum, Trichoderma endophyticum, Trichoderma lentiforme e Pycnoporus
sanguineus, extrato pirolenhoso, fertilizante mananoligossacarideo (AGROMOS®), produto de
fermentacdo microbiana a base de Saccharomyces cerevisiae, acibenzolar-S-metilico (Bion®),
fungicida azoxistrobina + ciproconazol (Amistar Top®) e a testemunha sem aplicagdo. No
experimento in vitro, foram avaliados o indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM)
e a esporulacdo das coldnias do patdgeno submetidas aos tratamentos adicionados em meio de
cultura fundente. AGROMOS® e Amistar Top® (primeira repeticdo), bem como o extrato de T.
lentiforme (segunda repeticdo), apresentaram os menores IVCM, diferindo da testemunha. A
esporulacéo de P. griseola também foi reduzida por AGROMOS®, pelo produto de fermentacéo
microbiana e pelos extratos de T. asperellum, T. endophyticum e Amistar Top® (primeira
repeticdo), em comparacao a testemunha. Na segunda repeticdo, todos os tratamentos reduziram
a esporulacdo em relacdo ao controle, evidenciando efeito direto dos produtos sobre o
crescimento e a reproducgdo do patdgeno. Com relagdo aos experimentos in vivo, realizados em
casa de vegetacdo e campo, os tratamentos foram pulverizados nas plantas das cultivares IPR-
Curi6 e IPR-Uirapuru. Foram avaliadas as severidades da doenca conforme escala diagramética
e calculada a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD). Em casa de vegetacdo,
plantas das cultivares IPR-Curié e IPR-Uirapuru, tratadas e inoculadas com o patégeno
(Pseudocercospora griseola), ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os tratamentos
paraa AACPD, embora a cultivar IPR-Uirapuru tenha apresentado menor progresso da doenga.
Em campo, devido a baixa severidade da mancha angular e antracnose nas duas safras, 0s
tratamentos ndo apresentaram efeito na reducdo da AACPD da mancha angular e antracnose e
ndo houveram diferencas nos componentes de rendimento e na produtividade das cultivares.

Palavras-chave: Pseudocercospora griseola; Phaseolus vulgaris; Trichoderma spp.;
Pycnoporus sanguineus; indutores de resisténcia.
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CHAPTER 2 - ALTERNATIVE PRODUCTS FOR THE PROTECTION OF
COMMON BEAN PLANTS AGAINST ANGULAR LEAF SPOT

ABSTRACT

Sustainable management of angular leaf spot (Pseudocercospora griseola) in common bean
(Phaseolus vulgaris) is essential to reduce the environmental impact caused by the
indiscriminate use of fungicides. Therefore, this study aimed to evaluate the efficiency of
alternative products and resistance inducers in disease management under in vitro and in vivo
conditions, in protected cultivation and field environments. Ten treatments were tested: extracts
of Trichoderma asperellum, Trichoderma endophyticum, Trichoderma lentiforme, Pycnoporus
sanguineus, pyroligneous extract, mannan-oligosaccharide fertilizer (AGROMOS®), a
microbial fermentation product based on Saccharomyces cerevisiae, acibenzolar-S-methyl
(Bion®), the fungicide azoxystrobin + cyproconazole (Amistar Top®), and an untreated control.
In the in vitro experiment, the Mycelial Growth Rate Index (MGRI) and sporulation of pathogen
colonies subjected to treatments incorporated into molten culture medium were evaluated.
AGROMOS® and Amistar Top® (first repetition), as well as the extract of T. lentiforme (second
repetition), showed the lowest MGRI values, differing from the control. Sporulation of P.
griseola was also reduced by AGROMOS®, the microbial fermentation product, and the
extracts of T. asperellum, T. endophyticum, and Amistar Top® (first repetition), compared to
the control. In the second repetition, all treatments reduced sporulation relative to the control,
indicating a direct effect of the products on pathogen growth and reproduction. In the in vivo
experiments, carried out in greenhouse and field conditions, the treatments were sprayed on
plants of the cultivars IPR-Curié and IPR-Uirapuru. Disease severity was assessed using a
diagrammatic scale, and the area under the disease progress curve (AUDPC) was calculated. In
the greenhouse, treated and inoculated plants of both cultivars did not show statistically
significant differences among treatments for AUDPC, although IPR-Uirapuru exhibited lower
disease progress. In the field, due to the low severity of angular leaf spot and anthracnose in
both growing seasons, the treatments showed limited effect in reducing AUDPC for both
diseases and did not influence yield components or grain productivity of the cultivars.

Keywords: Pseudocercospora griseola; Phaseolus vulgaris; Trichoderma spp; Pycnoporus
sanguineus; Resistance inducers.

2.1 INTRODUCAO

O manejo sustentavel de doencas permanece como um dos principais desafios da
agricultura, especialmente diante da necessidade de garantir a seguranca alimentar e reduzir 0s
impactos ambientais associados ao uso intensivo de fungicidas quimicos. As crescentes
preocupacfes com a contaminacdo ambiental e com a selecdo de populacbes de patdgenos
resistentes tém intensificado a busca por estratégias alternativas capazes de manter a eficiéncia
fitossanitaria e a sustentabilidade (Venzon et al., 2021). Nesse contexto, manejos baseados em
produtos alternativos e na indugéo de resisténcia tém emergido como ferramentas no manejo

de fitopatdgenos em diferentes sistemas de cultivo.
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Os produtos alternativos englobam insumos bidticos ou abidticos que podem substituir
ou complementar os fungicidas convencionais, atuando por mecanismos diretos, como
atividade antimicrobiana, ou indiretos, através da ativacdo de vias de defesa das plantas
(Gabardo et al., 2022; Gazola et al., 2024). Em razédo de sua maior biodegradabilidade, amplo
espectro de a¢do e menor probabilidade de selecdo de linhagens resistentes de patoégenos, esses
produtos apresentam potencial para integragdo em programas de manejo de doencas.

Entre os produtos alternativos, destacam-se 0s extratos vegetais, metabolitos
microbianos, biofertilizantes, indutores de resisténcia e microrganismos antagonistas, incluindo
fungos e bactérias. Espécies pertencentes aos géneros Trichoderma, Pycnoporus e
Saccharomyces sao frequentemente utilizadas devido a sua capacidade de produzir compostos
antimicrobianos, competir por nutrientes e espaco ou atuar como elicitores de respostas de
defesa nas plantas (Chavez-Avilés et al., 2024; Pérez-Lopez et al., 2024; Yadav; Dubey;
Upadhyay, 2021). Outras substancias, como o extrato pirolenhoso, também tém demonstrado
atividade antifungica e capacidade de induzir resisténcia (Silva, 2022).

Na producéo de feijao (Phaseolus vulgaris L.), aponta-se a elevada suscetibilidade da
cultura a doencas foliares. Dentre elas, destaca-se a mancha angular, causada por
Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & U. Braun, patdogeno de ampla distribuicéo
geogréfica e elevado impacto econdmico. A doenga provoca lesées em folhas, hastes e vagens,
podendo resultar em danos de produtividade superiores a 80% sob condicBes climaticas
favoraveis e na auséncia de estratégias de controle (EMBRAPA, 2018).

A integracdo de produtos alternativos no manejo da mancha angular em feijdo é
fundamental, especialmente considerando a importancia socioecondmica da cultura no Brasil.
Estudos demonstram que os produtos alternativos podem apresentar desempenho igual ou
superior ao controle quimico convencional no manejo de doencas fangicas na cultura do feijdo
(Assuncdo et al., 2020; Christmann et al., 2023). Diante disso, 0 objetivo deste estudo foi
avaliar a eficiéncia de diferentes produtos alternativos no manejo da mancha angular, em

condicGes de laboratério (in vitro) e em plantas cultivadas sob ambiente protegido e a campo.

2.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados em condi¢es laboratoriais, de casa de vegetacao e
de campo nas dependéncias da Universidade Estadual de Ponta Grossa, em Ponta Grossa,
Parana. Foram testados 0s produtos a base de metabdlitos termoestaveis de fungos do género

Trichoderma e Pycnoporus sanguineus, extrato pirolenhoso, fertilizante mananoligossacarideo,
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produto de fermentacdo microbiana, acibenzolar-S-metilico (Bion®) e fungicida azoxistrobina
+ ciproconazol (AMISTAR TOP®) (Tabela 2.1).

TABELA 2.1 — Tratamentos e suas respectivas concentracfes utilizados nos experimentos in vitro e in vivo. Ponta
Grossa/PR, 2026.

Tratamento Concentracédo
Extrato de Trichoderma asperellum 25% viv
Extrato de Trichoderma endophyticum 25% viv
Extrato de Trichoderma lentiforme 25% viv
Extrato de Pycnoporus sanguineus 25% viv
Extrato pirolenhoso? 5mL L1
Fertilizante mananoligossacarideo (AGROMOS®)? 3mLL1?
Produto de fermentacdo microbiana 25mL L1
Bion®? 0,125¢gL*
(AMISTAR TOP®4 0,625 mL L*

Agua destilada e esterilizada (Controle) -

Fonte: a autora.
Notas: Volume de aplicagdo considerado: 200 L ha. ‘EPB Brasil (2022); 2ALLTECH (2012); *ADAPAR (2022);
ADAPAR (2021).

Com objetivo de manter col6nias do patdgeno para a realizacdo dos experimentos in
vitro e em casa de vegetacao, foram utilizadas placas de Petri, contendo meio de cultura aveia-
agar (Scortegagna et al., 2024), nas quais o patdgeno foi repicado por meio de suspensdo de
esporos (Figura 2.1). J& as espécies de antagonistas foram mantidas em placas contendo meio
batata-dextrose-agar (BDA).

2.2.1 Metabolitos de Fungos Saproébios

Apds o desenvolvimento dos fungos saprébios em meio BDA por 14 dias, em camara
tipo BOD a 24 + 2°C, foram extraidos dez discos de coldnias, com é&rea total de
aproximadamente 3 cm?. Estes discos foram transferidos para erlenmeyers contendo 150 mL
de meio batata-dextrose esterilizado em autoclave por 20 minutos, 1 atm de pressao e 121°C.
Os meios liquidos com as colénias foram entdo submetidos a agitacdo durante 7 dias, no escuro,
em agitador orbital a 150 rpm e temperatura de 25 + 2°C (Isaias et al., 2014). Ap6s a incubacéo,
0s meios contendo os metabolitos foram filtrados em filtro de papel e autoclavados novamente,

a fim de se obter apenas os metabolitos termoestaveis (Figura 2.2).
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FIGURA 2.1 — Colénias de Pseudocercospora griseola repicadas por suspenséo de esporos em meio aveia in vitro.

Fonte: a autora.

FIGURA 2.2 — Esquema de preparacdo dos metabdlitos de fungos saprobios. A — Extracdo dos discos de micélio
dos fungos saprobios; B — transferéncia para meio liquido batata-dextrose; C — agitacdo e
fermentacéo dos fungos saprdbios na auséncia de luz; D — filtragem dos meios com as col6nias
dos fungos; E — esterilizagdo para obtencdo dos metabdlitos termoestaveis.

=1

E

000 _0

Fonte: a autora.

2.2.2 Testes In Vitro

Os testes in vitro consistiram em analises do efeito dos produtos sobre o crescimento
e a esporulagdo do fungo fitopatogénico P. griseola. Os experimentos foram repetidos duas
Vezes.

Para avaliacdo da sensibilidade do fitopatdgeno aos produtos a base de extrato

pirolenhoso, fertilizante mananoligossacarideo, produto de fermentacdo microbiana, indutor de
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resisténcia e fungicida (Tabela 2.1), utilizou-se a incorporagédo do ingrediente ativo ao meio de
cultura fundente. Essa técnica consiste em dissolver os produtos no meio, seguindo-se as
concentracdes estabelecidas em bula pelos fabricantes.

Para a avaliagdo com os fungos saprobios (Tabela 2.1), utilizou-se também a técnica
de incorporacdo ao meio de cultura, porém, com o uso dos metabdlitos produzidos em meio
liquido. Depois de esterilizados, os extratos de fungos (Figura 2.2), foram incorporados ao meio
de cultura aveia-agar, fundente, na proporcdo de 25% v/v, acrescidos de estreptomicina
(0,03g.L1). Os meios acrescidos dos produtos foram entéo vertidos em placas de Petri de vidro
(90 x 15 mm), previamente esterilizadas.

Apos a solidificacdo do meio, foram repicados os discos de micélio de P. griseola e as
placas fechadas e lacradas com plastico filme, mantidas em cdmara tipo BOD a 24 + 2°C, na
auséncia de luz. O delineamento experimental estabelecido foi inteiramente aleatorizado, com
oito repeticdes, considerando-se cada placa de Petri como uma repeticao.

Em todos os testes in vitro foi avaliado o crescimento micelial durante 15 dias, através
da medicdo diaria do diametro da col6nia do fungo, em dois eixos opostos, com auxilio de régua
milimetrada, calculando-se a média para cada repeticdo. Posteriormente, os valores foram
submetidos a formula descrita por Oliveira (1991), para calculo do indice de Velocidade de
Crescimento Micelial (IVCM):

(D — Da)

IVCM = 3

na qual, D é o diametro médio atual da coldnia (média entre as medidas de diametro em dois
eixos opostos), Da é o diametro médio da col6nia no dia anterior e N é o nimero de dias apds
a repicagem.

Ao fim dos 15 dias, a avaliacdo da esporulacdo do fungo fitopatogénico foi realizada
através da contagem dos esporos com o auxilio de microscépio ético e cdmara de Neubauer.
Para cada tratamento, foram selecionadas cinco repeticdes aleatoriamente e coletadas as
coldnias do fitopatdgeno com o auxilio de uma pinca.

Essas colonias foram entdo transferidas para um béquer contendo 1 mL de agua
destilada e esterilizada. Com o auxilio de um pincel de cerdas macias, foi raspada a superficie
da coldnia, para a liberagdo dos esporos na agua. A suspensao de esporos foi transferida com
auxilio de uma micropipeta para a cAmara de Neubauer, procedendo-se a contagem de esporos

mL* (Marques; Monteiro; Pereira, 2004).
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2.2.3 Testes em Casa de Vegetacdo

Foram realizados testes em casa de vegetacdo com o objetivo de verificar se 0s
produtos utilizados nos testes in vitro, aplicados via foliar em plantas de feijao foram eficientes
em reduzir a severidade de mancha angular. Para isso, vasos plasticos, com trés litros de
capacidade, foram preenchidos com substrato comercial para cultivo em vasos, com trés
sementes das cultivares IPR-Uirapuru (feijéo preto) e IPR-Curio (feijao carioca).

A cultivar IPR-Curi6 é feijao do tipo carioca, com habito de crescimento determinado
e porte ereto. Seu ciclo é superprecoce, com aproximadamente 70 dias a partir da emergéncia a
colheita e o potencial produtivo é de 3.900 kg ha™. O material possui resisténcia a ferrugem
(Uromyces appendiculatus (Pers) Unger), oidio (Oidium spp.) e mosaico comum (Bean
common mosaic virus), além de ser moderadamente resistente a murcha de Curtobacterium
(Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Hedges) Collins & Jones) e ao
crestamento bacteriano (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Smith) Vaut). E, no entanto,
suscetivel & mancha angular e a antracnose (Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.)
Bri. & Cav) (IDR-PARANA, 2013).

A cultivar IPR-Uirapuru, de feijdo preto, tem habito de crescimento do tipo
indeterminado e porte ereto. Seu ciclo apresenta em média 85 dias da emergéncia a colheita e
a cultivar tem potencial produtivo de 3700 kg ha™™. E suscetivel 8 mancha angular e a antracnose,
mas resistente & ferrugem, oidio e mosaico comum (IDR-PARANA, 2000).

Foram realizadas duas repeticGes para o experimento em casa de vegetacdo, as quais
ocorreram sob delineamento em blocos aleatorizados, com quatro repeti¢cdes. Cada repeticdo
consistiu em dois vasos contendo uma planta mais vigorosa, selecionada apds a emergéncia.

As aplicacbes dos tratamentos (Tabela 2.1) foram realizadas com o auxilio de um
pulverizador manual, no estadio vegetativo V3 (primeiro trifélio desenvolvido). Para todos o0s
tratamentos foram aplicados 10 mL, por planta, da calda contendo o respectivo produto
dissolvido em &gua, com excecdo da testemunha, na qual foi aplicada apenas a agua destilada
e esterilizada.

Foi realizada a inoculagdo do patégeno P. griseola 72 horas apos a aplicacdo dos
tratamentos. O isolado utilizado para a producdo da suspensao de inoculo é Ponta Grossa/PR e
sua concentracio de indculo foi de 2,5 conidios 10 mL™ proveniente de col6nias esporuladas

do patégeno em meio de cultura aveia-agar.
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Apos o aparecimento dos primeiros sintomas da doenga nas folhas, foram realizadas
avaliacdes de severidade com auxilio da escala diagramética proposta por Godoy et al. (1996)
(Figura 2.3).

FIGURA 2.3 — Escala diagramatica para a avaliacdo da severidade (porcentagem de area foliar coberta por
sintomas) de mancha angular (Pseudocercospora griseola) em plantas de feijdo (Phaseolus
vulgaris).

O
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Fonte: Godoy et al. (1996).

As diferencas na duracdo do ciclo das cultivares, associadas a senescéncia foliar,
resultaram na realizacdo de 8 e 10 avaliacbes de severidade nas repeticbes 1 e 2,
respectivamente. As avalia¢fes ocorreram com intervalo de cinco dias, avaliando-se as folhas
cotiledonares até o quarto trifélio. Com os dados obtidos nas avaliacGes de severidade, foi
calculada a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) pela formula proposta por
Shaner e Finney (1977):

n-1
AACPD = ) (2 /1y, — 1)
i

na qual, n é o nimero de avaliagGes, y € a proporcao da doenca e (t;+; — t;) O intervalo de

avaliacOes consecutivas.

2.2.4 Testes em Campo

Os experimentos a campo foram realizados em duas safras: 2024 e 2025, em area sob
sistema de plantio direto sobre a palha na Fazenda Escola Capdo da Onga (UEPG). O manejo
de adubacéo, controle de daninhas e insetos seguiu as recomendagdes técnicas da cultura. As

cultivares utilizadas foram IPR-Curid e IPR-Uirapuru.
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Para a aplicagdo dos tratamentos (Tabela 2.1) foi utilizado um pulverizador costal
pressurizado por CO2, com barra de 2 m, e o volume de calda foi estabelecido em 200 L ha.
As pulverizagdes foram realizadas respeitando-se as condicdes ideais, com umidade relativa do
ar acima de 55%, temperatura abaixo de 30°C e velocidade do vento entre 3,0 e 10,0 km h.

Foram realizadas quatro aplicacdes dos tratamentos a partir do estadio fenoldgico V3,
com intervalo de sete a dez dias (Tabela 2.2). As avaliagdes de severidade de mancha angular,
por sua vez, iniciaram a partir do surgimento dos sintomas, seguindo a escala diagramatica
proposta por Godoy et al. (1996) (Figura 2.3). Com os dados obtidos, foi realizado o calculo da
AACPD.

Ao fim do ciclo da cultura, foram avaliadas ainda as variaveis de produtividade e
componentes de rendimento (grdos por vagem, nimero de vagens por planta, nimero de plantas
por metro). O delineamento experimental foi estabelecido em blocos aleatorizados com 10
tratamentos e quatro repeticGes, a fim de atender possiveis heterogeneidades na é&rea

experimental.

TABELA 2.2 — Aplicagfes dos tratamentos, avaliacbes de severidade da mancha angular (Pseudocercospora
griseola) e outros dados relacionados ao cultivo em campo de feijdo (Phaseolus vulgaris) nas
safras de 2024 e 2025. Ponta Grossa/PR, 2026.

(continua)
SAFRA 2024
. Estadio Fenoldgico
Atividade Data DAE IPR-Curi6 IPR-Uirapuru

Semeadura 04/01/2024 - - -
Emergéncia 10/01/2024 0 V1 V1
06/02/2024 27 V3 V3
Aplicagdo dos 16/02/2024 37 R6 R5
tratamentos 23/02/2024 44 R7 R6
01/03/2024 51 R8 R7
08/02/2024 29 \VZ! V3
15/02/2024 36 R6 R5
22/02/2024 43 R7 R6
01/03/2024 51 R8 R7
AvaliacOes de severidade 08/03/2024 58 R8 R8
14/03/2024 64 R8 R8
21/03/2024 71 R8 R8
29/03/2024Y 79 R9 R8
04/04/2024Y 85 R9 R8

Avaliagio componentes 05/04/2024°¢ 86 R9 -
de rendimento 19/04/2024Y 100 - R9

. 05/04/2024¢ 86 R9 -

Colheita

19/04/2024Y 100 - R9
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TABELA 2.2 - AplicacBes dos tratamentos, avaliagcdes de severidade da mancha angular (Pseudocercospora
griseola) e outros dados relacionados ao cultivo em campo de feijdo (Phaseolus vulgaris) nas safras
de 2024 e 2025. Ponta Grossa/PR, 2026.

(concluséo)

SAFRA 2025
. Estadio Fenoldgico
Atividade Data DAE IPR-Curi6 IPR-Uirapurd

Semeadura 09/01/2025 - - -
Emergéncia 15/01/2025 0 V1 V1
10/02/2025 26 V3 V3
Aplicacéo dos 17/02/2025 33 R5 R5
tratamentos 26/02/2025 42 R7 R6
06/03/2025 50 R8 R7

11/02/2025¢ 27 V3 -
12/02/2025Y 28 - V3

19/02/2025¢ 35 R5 -
- . 20/02/2025Y 36 - R5
AvaliacOes de severidade 28/02/2025C U 44 R7 RG
07/03/2025¢ Y 51 R8 R7
13/03/2025¢ Y 57 R8 R8
21/03/2025Y 65 - R8

Avaliagdo componentes 26/03/2025 ¢ 70 R9 -
de rendimento 10/04/2025 85 - R9

Colheita 26/03/2025°¢ 70 R9 -
10/04/2025 85 - R9

Fonte: a autora.
Notas: YApenas na cultivar IPR-Uirapuru. “Apenas na cultivar-IPR Curié. DAE = dias apds emergéncia.

Na safra 2024, com semeadura em 04/01/2024, foram realizadas quatro aplicacdes dos
tratamentos na cultura do feijao, e sete avaliacGes de severidade de mancha angular para a
cultivar IPR-Curi6 e nove para IPR-Uirapuru (Tabela 2.2). J& na safra 2025, com semeadura
em 09/01/2025, foram realizadas quatro aplicacbes dos tratamentos e cinco avaliacGes de
severidade de mancha angular para a cultivar IPR-Curi6 e seis para IPR-Uirapuru (Tabela 2.2).

Foram realizadas as avaliacdes de severidade de mancha angular e de antracnose, uma
vez que a doenca se manifestou na cultura. Utilizou-se para a antracnose a escala diagramatica
proposta por Godoy et al. (1996) (Figura 2.4). As colheitas manuais das plantas das cultivares
e avaliagdes dos componentes de rendimento ocorreram nas datas de 05/04/2024 (IPR-Curi0)
e 19/04/2024 (IPR-Uirapuru) na safra 2024. Na safra 2025, a colheita e avaliagdo dos
componentes de rendimento ocorreram em 26/03/2025 para IPR-Curi6 e 10/04/2025 para IPR-
Uirapuru.

As condicdes climaticas durante a condugdo dos experimentos foram monitoradas e
consideradas, uma vez que variaveis como precipitacao, temperatura do ar e umidade relativa

exercem influéncia direta sobre o desenvolvimento da cultura e das doencas avaliadas, podendo
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interferir na intensidade dos sintomas e na resposta dos tratamentos avaliados. As informagdes

climéticas foram obtidas a partir da Estacdo Meteorolégica da BASF, localizada junto a

Fazenda Escola Capéao da Onca (Figuras 2.5 e 2.6), correspondentes as safras de 2024 e 2025 e

referentes aos periodos experimentais.

FIGURA2.4 — Escala diagramatica para a avaliacdo da severidade (porcentagem de area foliar coberta por

sintomas) de antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) em plantas de feijao (Phaseolus

vulgaris).
01 :oz I 0s
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Fonte: Godoy et al. (1996).

FIGURA 2.5 — Dados meteoroldgicos diérios de precipitacdo, temperatura média e umidade relativa do ar durante

Temperatura média (°C)
Umidade relativa (%)

Fonte:

Precipitacdo (mm)
3

o0 periodo de conducéo do experimento de 2024 com a cultura do feijdo (Phaseolus vulgaris) no
manejo da mancha angular (Pseudocercospora griseola) na Fazenda Escola Capdo da Onga -
FESCON.

Dados meteoroldgicos - FESCON 2024
100

™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ 13 I3 I3 I3 I3
3\ 3\ 3\ 3\ 3\ 3\ 3\ 3\ 3\ 3\ 3\

> > Q\\q’Q \'\'Q o> O O Q,,)\’\»Q O o> > pr? o

N o) QY N a) ~ QQ,\ \‘b\

——Precipitacdo média  —— Temperatura média  —— Umidade relativa

Estacdo Meteoroldgica BASF — FESCON (2024).
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FIGURA 2.6 — Dados meteoroldgicos diarios de precipitacdo, temperatura média e umidade relativa do ar durante
o0 periodo de condugdo do experimento de 2025 com a cultura do feijdo (Phaseolus vulgaris) no
manejo da mancha angular (Pseudocercospora griseola) na Fazenda Escola Capdo da Onga -

FESCON.
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Fonte: Estacdo Meteoroldgica BASF — FESCON (2025).

2.2.5 Andlise Estatistica

Todos os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), apds a
verificacdo dos pressupostos de normalidade dos residuos e homogeneidade de variancias.
Quando necessario, realizaram-se transformacfes dos dados pelo método de Box—Cox,
adotando-se como critério o valor do parametro A estimado. As médias foram comparadas pelo
teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o software SASM-Agri (Canteri
etal., 2001).

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Testes In Vitro

Observou-se efeito no indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e na
esporulacdo do patégeno Pseudocercospora griseola submetido aos diferentes tratamentos
avaliados in vitro (Tabela 2.3).

Com relagdo aos IVCMs diérios na primeira repeticdo do experimento (Tabela 2.3),
os tratamentos AGROMOS® e fungicida Amistar Top® tiveram os menores indices de

crescimento, diferenciando-se do controle. Os tratamentos citados apresentaram reducdo no
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crescimento micelial na primeira repeticdo, sugerindo uma maior eficiéncia no controle do

patégeno.

TABELA 2.3 indice de velocidade de crescimento micelial (IVMC) e esporulagio (n° de esporos mL™! 10°) de
coldnias de Pseudocercospora griseola desenvolvidas em meio de cultura contendo diferentes
tratamentos, em duas repeti¢des do experimento. Ponta Grossa — PR, 2024.

Esporulacdo

Tratamentos IVeM! (esporos mL-* 10°)?

Rep. 1 Rep. 2 Rep. 1 Rep. 2
Extrato de Trichoderma asperellum 0,0215bc®  0,0185ab  0,5440bcd 0,2720b
Extrato de Trichoderma endophyticum 0,0312ab 0,0186ab 0,4480cd 0,3280b
Extrato de Trichoderma lentiforme 0,0328ab 0,0056¢ 1,9840ab 0,6560b
Extrato de Pycnoporus sanguineus 0,0411ab 0,0097bc 2,0160ab 0,4800b
Extrato pirolenhoso 0,0326ab  00183ab  1,6640abc  0,6160b
AGROMOS® 0,0095¢ 0,0220a 0,0320d 0,0320b
Produto de fermentagio microbiana 0,0313ab 0,0216ab 0,2400d 0,0880b
Bion® 0,0578a 0,0248a 1,9360ab 0,4880b
Amistar Top® 0,0113c 0,0203ab  1,3680bcd  0,6960b
Controle 0,0426ab  0,0215ab 2,9360a 1,5840a

Coeficiente de variagéo (%) 27,11 25,66 20,95 17,10

Fonte: a autora.
Notas: ! Dados originais, para analise foram transformados em arc sen \(x /100);

2 Dados originais, para analise foram transformados em /(x + 0,5);
3 Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia.

Na segunda repeticao do experimento (Tabela 2.3), por sua vez, o tratamento composto
por extrato de T. lentiforme reduziu o crescimento das colénias do patégeno quando
comparados ao controle, demonstrando diferenca estatistica significativa. No entanto,
observou-se que extrato de T. lentiforme, quando comparado ao controle, apresentou
comportamento diferente entre as duas repeticGes realizadas.

Estudos apontam que a eficacia de metabolitos de Trichoderma pode variar conforme
sua linhagem, as condicGes de cultivo e a concentracao dos compostos antifungicos produzidos
pelas coldnias (Guo et al., 2019; Lee et al., 2016). Uma vez que os tratamentos foram baseados
em metabdlitos termoestaveis produzidos a partir do desenvolvimento de fungos saprobios em
meio liquido, pode-se justificar os diferentes resultados entre as repeticdes por uma possivel
diferenca na concentracdo de compostos entre 0s tratamentos produzidos para cada uma das
repeticdes.

Avaliando-se a esporulacdo das coldnias de P. griseola (Tabela 2.3) na primeira
repeticdo do experimento, os tratamentos AGROMOS®, produto de fermentacdo microbiana e
extratos de T. endophyticum e T. asperellum, diferiram estatisticamente do controle. Estes

demonstraram menores médias, indicando menor esporulacdo do fitopatdgeno. Na segunda
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repeticdo do experimento ndo houve a diferenca estatistica significativa entre os tratamentos,
mas todos diferiram do controle. I1sso demonstra que o contato da colénia do patégeno com os
tratamentos foi preponderante para a reducéo na esporulacéo.

A reducdo da esporulacdo possui grande relevancia epidemioldgica, pois influencia
diretamente a quantidade de in6culo disponivel e a velocidade de disseminagdo da doenga no
campo (Madden, 2025; Van der Heyden et al., 2021). Assim, mesmo que alguns tratamentos
ndo tenham reduzido intensamente o crescimento micelial, sua capacidade de limitar a
esporulacdo é fator crucial para 0 manejo mais eficiente da mancha angular.

Entre os tratamentos, para as duas repeticdes, o Bion® (acibenzolar S-metil) apresentou
0s maiores valores de crescimento micelial, o que vem de encontro com o fato desse produto
ser um indutor de resisténcia que atua no hospedeiro e ndo como um composto fungicida
(Celoto; Celoto, 2022). No entanto, varias pesquisas trazem o efeito deste indutor também como
um composto capaz de reduzir a esporulacdo de fungos fitopatogénicos, o que pode ser
observado na segunda repeticéo.

Em pesquisa avaliando o efeito do acibenzolar S-metil (ASM) in vitro no controle de
Fusarium oxysporum f. sp. niveum, os resultados mostraram que o ASM apresentou efeito
direto na producéo e germinagdo de esporos e no crescimento micelial (Ramires-Bustos et al.,
2025). Além deste, a reducdo da esporulacio proporcionada pelo Bion® e pelo AGROMOS®
corrobora o observado por Carvalho Neto et al. (2023), que verificaram efeito antifingico
desses elicitores sobre Colletotrichum spp. in vitro. Os autores observaram a diminuicédo tanto
do crescimento micelial quanto da producéo de esporos, indicando que tais compostos podem
interferir diretamente no desenvolvimento e na capacidade reprodutiva do patégeno.

Pode-se observar ainda a reducédo da esporulacdo de P. griseola em contato com o
tratamento com o produto de fermentacdo microbiana, baseado na levedura Saccharomyces
cerevisiae, nas duas repeti¢des. Esse resultado é consistente com estudos que demonstraram
que metabolitos e compostos volateis liberados por S. cerevisiae podem inibir o crescimento
micelial e reduzir a conidiogénese em fungos fitopatogénicos (Meng et al., 2025; Yang et al.,
2023). Além disso, pesquisas realizadas em leguminosas demonstraram que leveduras podem
diminuir a severidade e a producdo de esporos, contribuindo para menor disponibilidade de

indculo e menor disseminacdo do patogeno (Calixto, 2020).

2.3.2 Testes em Casa de Vegetacao

Utilizaram-se as cultivares IPR-Curié e IPR-Uirapuru, em duas repeticdes do

experimento: a primeira com inicio em 02 de outubro de 2023 e a segunda em 14 de novembro
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de 2023. A diferenca do numero de avaliacGes e a antecipacao do ciclo do feijdo na segunda
repeticdo ocorreu devido as altas temperaturas na regido durante a realizagdo dos experimentos.
As condic¢des foram ainda acentuadas pela falha mecanica de ventiladores e por consequéncia,
reducdo da ventilacdo na casa de vegetacdo utilizada.

Com base nos dados de severidade de mancha angular obtidos durante as avaliagdes,
calculou-se a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) (Tabela 2.4). Para ambas
as repeticoes, na cultivar IPR-Curid, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos.
TABELA 2.4 — Area abaixo da curva de progresso da doenga para mancha angular (Pseudocercospora griseola)

em feijdo (Phaseolus vulgaris), nas cultivares IPR-Curi6 e IPR-Uirapuru em casa de vegetacéo.
Ponta Grossa — PR, 2023.

Tratamentos IPR-Curid IPR-Uirapuru
Rep. 1 Rep. 2 Rep.1 Rep. 2
Extrato de Trichoderma asperellum 22,88ns 19,23ns 19,64a 8,38ns
Extrato de Trichoderma endophyticum 22,90 21,76 13,09ab 6,75
Extrato de Trichoderma lentiforme 17,18 24,42 12,68ab 7,58
Extrato de Pycnoporus sanguineus 38,82 22,86 9,86ab 10,08
Extrato pirolenhoso 28,26 18,72 17,31ab 5,16
AGROMOS® 16,10 23,47 11,41ab 6,49
Produto de fermentagéo microbiana 21,20 13,23 19,22ab 7,10
Bion® 21,41 19,15 6,13b 6,22
Amistar Top® 24,49 14,91 11,70ab 3,82
Controle 28,51 17,70 17,54ab 8,36
Coeficiente de variagéo (%) 13,98 23,53 22,17 31,33

Fonte: a autora.
Notas: 'Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a
5% de significancia; ns: ndo significativo.

Para IPR-Uirapuru, na primeira repeticdo, o0s tratamentos ndo diferiram
estatisticamente do tratamento controle (Tabela 2.4). Na segunda repeticdo os produtos e
extratos testados néo tiveram efeito na AACPD. De modo geral, a cultivar IPR-Uirapuru exibiu
menores valores de AACPD em comparacéo a IPR-Curio, sugerindo maior tolerancia a doenca.

A comparacdo entre as cultivares evidenciou um contraste no progresso da mancha
angular (Figuras 2.7 e 2.8). A méaxima severidade de doenca para IPR-Uirapuru (Figura 2.8) foi
menor em comparagdo a IPR-Curi6 (Figura 1.7), indicando possivelmente uma maior tolerancia
ao patogeno. Resultados semelhantes foram observados em estudos que destacam a
variabilidade genotipica na resisténcia ao patdégeno P. griseola na cultura do feijdo. Os
genotipos com menor progresso de doenga apresentam mecanismos fisiologicos mais eficientes
de contencdo da colonizacdo do patogeno nos tecidos vegetais. Essa diferenca pode estar

relacionada a presenca de alguns genes de resisténcia parcial, associados a reducdo na taxa de
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colonizacdo do hospedeiro, o que contribui para retardar o avango da doenca no dossel foliar
da planta (Almeida et al., 2021; Nay et al., 2019).

Embora os tratamentos com os indutores de resisténcia ndo tenham diferido
estatisticamente do controle para a cultivar IPR-Uirapuru (Tabela 2.4), os valores de AACPD
variaram de 3,02 para o fungicida e 10,08 quando foi utilizado P. sanguineus. Embora néo
significativa, houve redugdo na severidade nas duas repeticdes, como observado para os
indutores Bion®, AGROMOS® e extratos de T. endophyticum e T. lentiforme, entre os 40 e 50
DAE (Figuras 2.8A e 2.8B).

Para a IPR-Curio, primeira repeticdo do experimento (Figura 2.7A), o pico de
severidade ocorreu aos 54 DAE. A severidade da mancha angular variou de 18,01%
(AGROMOS®) a 67,7% (P. sanguineus). No entanto, na segunda repeticdo do experimento
(Figura 2.7B), o pico de severidade ocorreu no periodo de 44 a 64 DAE. A maxima severidade
ficou entre 25,8% para T. lentiforme e 3,63% para o produto de fermentagdo microbiana.

A maxima severidade na primeira repeti¢do com a cultivar IPR- Uirapuru ocorreu mais
cedo que a cultivar IPR-Curi6, aos 43 DAE (Figura 2.8A). A menor severidade (5,9%) ocorreu
com aplicacdo do fungicida e a maior (37,96%) onde foi aplicado AGROMOS®. A partir de 53
DAE houve decréscimo da doenca para todos os tratamentos de modo geral. Na segunda
repeticdo (Figura 2.8B), o0 progresso da mancha angular foi similar entre os tratamentos. A
maxima severidade ocorreu com o controle (9,1%), entre 39 e 40 DAE.

Os indutores sdo elicitores que ativam genes em rotas metabdlicas de resisténcia
sistémica, promovendo o acimulo de compostos fendlicos, fitoalexinas e enzimas relacionadas
a defesa nas plantas (Derbalah et al., 2022; Meena et al., 2022; Prasannath, 2017). Estudos
demonstraram que sua eficiéncia pode variar conforme a cultivar, o estadio de desenvolvimento
e as condi¢bes ambientais, com impacto mais evidente em gendtipos com uma maior
capacidade de resposta fisiologica ao estimulo de defesa (Zaffar et al., 2024).

Apesar da presenca de indculo no ambiente, a severidade da mancha angular na
segunda repeticdo foi inferior a primeira para ambas as cultivares (Figuras 2.7A e 2.8B). Isso
pode ter ocorrido devido as altas temperaturas que podem ter afetado o metabolismo e o
crescimento do patdgeno, visto que a temperatura ideal para crescimento de P. griseola é entre
20 e 25°C (Wendland et al., 2016). Além disso, o estresse térmico pode ter acelerado o processo
de senescéncia foliar (Liang et al. 2021), interferindo na disponibilidade de tecido sadio para o
desenvolvimento da doenga e consequente na avaliagcdo da severidade ao final do ciclo.

De forma geral, os resultados sugerem que o desempenho dos tratamentos bioldgicos e

indutores de resisténcia é influenciado tanto pelas caracteristicas genéticas das cultivares como
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pelas condigdes ambientais. A cultivar IPR-Uirapuru demonstrou menor progresso da doenca,
indicando possivelmente a presenca de genes de tolerancia. A fim de aprofundar a interpretacéo
dos tratamentos, recomenda-se incluir analises bioquimicas de marcadores de defesa para

confirmar a ativacdo de vias fisiologicas associadas a resisténcia induzida pelos tratamentos.

FIGURA 2.7 — Severidade de mancha angular (Pseudocercospora griseola) na cultivar de feijdo (Phaseolus
vulgaris) IPR-Curi6 em casa de vegetacdo. Ponta Grossa — PR, 2023.
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FIGURA 2.8 — Severidade de mancha angular (Pseudocercospora griseola) na cultivar de feijdo (Phaseolus
vulgaris) IPR-Uirapuru em casa de vegetacdo. Ponta Grossa — PR, 2023.
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Fonte: a autora.

2.3.3 Testes em Campo

A mancha angular tem seu desenvolvimento favorecido em temperaturas médias de
24°C, e condicdes de alternancia entre periodos secos e umidos (Wendland et al., 2016). No

entanto, apesar da doenca possuir maior incidéncia nos cultivos a partir do més de janeiro
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devido aos maiores niveis de inoculo e condi¢des climaticas propicias, as safras de 2024 e 2025
foram atipicas, resultando em baixa severidade no desenvolvimento da mancha angular na

cultura.

2.3.3.1 Safra 2024

Na safra de 2024 foi observada diferenca estatistica significativa entre os tratamentos
na AACPD da mancha angular na cultivar IPR-Curio e nédo significativa para IPR-Uirapuru
(Tabela 2.5). Para IPR-Curid, o fungicida e o produto de fermentagdo microbiana diferiram da
testemunha com os menores valores de AACPD. Esse resultado era esperado para o fungicida,
uma vez que 0 mesmo possui registro para o controle da mancha angular na cultura do feijdo
(ADAPAR, 2024).

TABELA 2.5 — Area abaixo da curva de progresso da doenga para manejo da mancha angular (Pseudocercospora
griseola) em feijdo (Phaseolus vulgaris), nas cultivares IPR-Curi6 e IPR-Uirapuru em condices de
campo, na safra 2024. Ponta Grossa — PR, 2024.

Tratamentos IPR-Curi6 IPR-Uirapuru
Extrato de Trichoderma asperellum 0,70ab? 0,46ns
Extrato de Trichoderma endophyticum 0,81ab 0,30
Extrato de Trichoderma lentiforme 1,31ab 0,49
Extrato de Pycnoporus sanguineus 0,97ab 0,48
Extrato pirolenhoso 0,93ab 0,51
AGROMOS® 1,15ab 0,47
Produto de fermentacdo microbiana 0,45b 0,39
Bion® 0,78ab 0,22
Amistar Top® 0,13b 0,36
Controle 2,07a 0,51
Coeficiente de variagdo (%) 21,21 12,40

Fonte: a autora.

Notas: ! Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia; ns: ndo significativo.

Dados originais, para analise foram transformados em /(x + 0,5).

Os extratos a base de T. asperellum, T. endophyticum e T. lentiforme, bem como o0s
extratos de P. sanguineus, pirolenhoso e 0 AGROMOS®, apresentaram valores intermediarios
de AACPD, ndo diferindo estatisticamente do fungicida, do produto de fermentacdo microbiana
ou do controle. Na cultivar IPR-Uirapuru, durante a safra 2024, os resultados ndo foram
significativos (Tabela 2.5).

As curvas de severidade da mancha angular na cultivar IPR-Curié mostraram um
comportamento epidémico tardio, com baixos niveis de severidade até aproximadamente 51 a
58 DAE. Seguiu-se uma rapida intensificagdo da doenca a partir de 64 DAE, no estadio
fenoldgico R8 (Figura 2.9A).
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O tratamento controle apresentou a maior taxa de incremento da severidade no final
do ciclo, atingindo 8,93% (Figura 2.9A). Esse padrdo é tipico de epidemias policiclicas, nas
quais o progresso da doenca se acelera quando as condigdes ambientais se tornam mais
favoraveis e o indculo secundario se acumula (Del Ponte; Mizubuti, 2024). Devido ao ciclo
mais curto da cultivar IPR-Curi6 (70 dias), o processo de senescéncia apos os 70 DAE néo
permitiu a continuidade das avaliagdes de severidade.

Entre os tratamentos, Amistar Top® destacou-se por conter o progresso da severidade
ao longo de todo o periodo avaliado (Figura 2.9A), mantendo valores mais baixos que os demais
até a ultima avaliagdo. Esse comportamento explica o menor valor de AACPD observado para
esse tratamento e reforca sua eficiéncia como padrdo quimico de controle.

O produto de fermentacdo microbiana também apresentou um progresso tardio da
doenca (Figura 2.9A), com incremento mais lento da severidade no periodo final, resultando
em valores finais inferiores aos do controle e da maioria dos extratos biol6gicos. Os tratamentos
a base de Trichoderma spp., P. sanguineus, extrato pirolenhoso, AGROMOS® e Bion® tiveram
severidade intermediaria, com curvas que permaneceram proximas entre si até os 64 DAE, mas
com aumento da severidade nas avaliacdes finais. Esse resultado sugere que esses produtos ndo
impediram o estabelecimento da doenga, mas podem ter exercido um efeito parcial, retardando
0 progresso da epidemia quando comparados ao controle.

Na cultivar IPR-Uirapuru (Figura 2.9B), as severidades foram em geral inferiores as
observadas em IPR-Curi6 durante todo o ciclo. O aumento da intensidade da doenca foi mais
tardio, com um aumento perceptivel apds 71 DAE, porém sem grandes severidades até o fim
do ciclo. Em funcdo dessa baixa pressdo da doenga, as curvas dos diferentes tratamentos
permaneceram proximas entre si, 0 que explica a auséncia de diferencas significativas na
AACPD nessa cultivar.

Pode haver resultados expressivos de indutores de resisténcia quanto a reducdo da
severidade de doencas em diferentes patossistemas. No entanto, a eficiéncia desses produtos é
frequentemente dependente de fatores como condi¢des ambientais, pressdo de indculo, estadio
fenoldgico e gendtipo da cultivar, o que pode explicar a menor resposta observada na presente
pesquisa (Boubakri, 2025).

Para antracnose, doenca também presente em campo na safra 2024, ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos e o controle na cultivar IPR-Curio para
avariavel AACPD (Tabela 2.6). Para a cultivar IPR-Uirapuru (Tabela 2.6), somente o fungicida
Amistar Top® diferiu estatisticamente da testemunha, com a menor AACPD. Esse resultado era

esperado, uma vez que o produto possui registro para a cultura e doenca.
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FIGURA 2.9 — Severidade (%) de mancha angular (Pseudocercospora griseola) nas cultivares de feijdo
(Phaseolus vulgaris) IPR-Curi6¢ e IPR-Uirapuru em condi¢es de campo, na safra 2024. Ponta

Grossa — PR, 2024.
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TABELA 2.6 — Area abaixo da curva de progresso da antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) em feijdo
(Phaseolus vulgaris), nas cultivares IPR-Curié e IPR-Uirapuru em condi¢des de campo, na safra
2024. Ponta Grossa — PR, 2024.

Tratamentos IPR Curi6 IPR Uirapuru

Extrato de Trichoderma asperellum 1,86ns 0,92ab!
Extrato de Trichoderma endophyticum 0,63 0,92ab
Extrato de Trichoderma lentiforme 1,47 1,39%b
Extrato de Pycnoporus sanguineus 0,99 1,09ab
Extrato pirolenhoso 0,98 0,80ab
AGROMOS® 1,24 1,40ab
Produto de fermentacdo microbiana 1,21 0,72ab
Bion® 1,28 1,22ab
Amistar Top® 1,02 0,61b

Controle 1,64 2,26a

Coeficiente de variacéo (%) 14,46 18,84%

Fonte: a autora.

Notas: 'Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia; ns: ndo significativo,

Dados originais, para analise foram transformados em /(x + 0,5).

Com relacéo as curvas de progresso da doenca, para a antracnose, a maxima severidade
foi de 4,28% (51 DAE) e 2,95% (79 DAE) para a IPR-Curi6 e IPR-Uirapuru, respectivamente
(Figura 2.10A e B). Para IPR-Curi6 (Figura 2.10A), as curvas demonstram um padrao
epidémico diferente ao observado para a mancha angular, caracterizado por um pico de
severidade concentrado entre 43 e 51 DAE, seguido por reducao progressiva da severidade nas
avaliacBes subsequentes.

Esse comportamento sugere que a antracnose se estabeleceu precocemente no ciclo da
cultivar IPR-Curi6, possivelmente favorecida pelas condi¢cGes ambientais adequadas a infecgéo.
A antracnose é favorecida por temperaturas moderadas (15 a 22°C) e elevada umidade com
presenca de agua livre sobre as plantas (Wendland et al., 2016). A reducdo da severidade apos
0 pico pode estar associada a senescéncia de tecidos infectados, ao crescimento vegetativo da
planta diluindo a proporcdo de tecido doente, ou a condi¢cdes ambientais desfavoraveis nas fases
posteriores avaliagOes.

Na cultivar IPR-Uirapuru (Figura 2.10B), as curvas de severidade também indicam
infeccdo inicial a partir dos 43 DAE, com maiores porcentagens de severidade observados entre
51 e 58 DAE e em um segundo momento entre 71 e 79 DAE (Figura 2.10B). Esse
comportamento sugere a ocorréncia de mais de um ciclo de infeccdo, possivelmente relacionado
a novos periodos favoraveis ao patdgeno ou a producdo de indculo secundario.

Doencas policiclicas sdo aquelas em que o patdgeno € capaz de completar multiplos
ciclos de infeccdo dentro de uma mesma safra, produzindo indculo secundario que da origem a
novas infecgdes sucessivas. Nesse tipo de patossistema, a intensidade da epidemia ndo depende

apenas do indculo inicial, mas principalmente da taxa de infec¢es secundarias ao longo do
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tempo, o que faz com que a severidade da doenca cres¢a quando as condi¢Ges ambientais se
tornam favoraveis (Del Ponte; Mizubuti, 2024).

Mesmo com a auséncia de diferencas estatisticas na AACPD, observou-se gque 0s
niveis de severidade permaneceram baixos e as curvas dos tratamentos se mantiveram proximas
ao longo do ciclo da cultura. O tratamento controle apresentou os maiores valores de severidade,
porém sem distanciar o suficiente dos demais tratamentos.

Dessa forma, nas condi¢cdes de baixa severidade, os produtos testados ndo foram
capazes de expressar 0 potencial para a reducdo da doenca. Christmann (2019), avaliando em
campo o controle da antracnose com Trichoderma spp., acido salicilico, fosfito de cobre e ASM,
observou reducao da AACPD em comparagdo a testemunha. Diferengas entre os resultados da
autora e da presente pesquisa podem estar associadas a fatores como condicdes ambientais,
pressdo de indculo e momento de aplicacdo diferentes, que influenciam diretamente a resposta
a indutores de resisténcia e agentes bioldgicos.

Em avaliacdo comparando cultivares de feijao, Cerutti et al. (2017), observaram que a
cultivar IPR-Curi6 apresentou um dos maiores indices de severidade de mancha angular.
Devido a grande severidade da doenca, a cultivar associou-se também a menores valores de
produtividade, reforcando a relagdo negativa entre intensidade da doenca e rendimento de gréos.

Na presente pesquisa, no entanto, devido as baixas intensidades de doenca, 0s
tratamentos ndo tiverem diferenca estatistica significativa para as varidveis altura de plantas,
plantas por metro, vagens por planta, grdos por vagem e peso de mil grdos em ambas as
cultivares (Tabela 2.7). Os tratamentos também néo influenciaram a produtividade da cultura
nas cultivares avaliadas (Tabela 2.8).

A colheita manual foi realizada aos 86 DAE (05/04/2024) para a cultivar IPR-Curi6 e
aos 100 DAE (19/04/2024) para a cultivar IPR-Uirapuru. Avaliaram-se a altura de plantas e 0s
componentes de rendimento (Tabela 2.7), e a produtividade (Tabela 28). O aumento da mancha
angular na safra de 2024 ocorreu ap6s o0s 64 DAE (IPR-Curi6é — Figura 2.6A) e 71 DAE (IPR-
Uirapuru — Figura 2.6B), correspondentes ao estadio fenoldgico R8 (enchimento de graos) para
ambas as cultivares. Para antracnose, 0 aumento na severidade foi mais pronunciado a partir de
51 DAE (IPR-Curi6 — estadio R8; IPR-Uirapuru — estadio R7) para as duas cultivares (Figura
2.7). No entanto, ainda com baixos indices de severidade das doengas e considerando-se o inicio
da senescéncia foliar, ndo foram observados impactos a produtividade e ao enchimento de graos
(Tabela 2.8).
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FIGURA 2.10 — Severidade de antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) nas cultivares de feijdo (Phaseolus
vulgaris) IPR-Curi6 e IPR-Uirapuru em condi¢Ges de campo, na safra 2024. Ponta Grossa — PR,

2024.
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TABELA 2.7 — Altura de plantas (cm) e componentes de rendimento: plantas por metro, vagens por planta, graos
por vagem e peso de mil grdos (g), em funcdo dos tratamentos aplicados para manejo da mancha
angular (Pseudocercospora griseola) nas cultivares de feijdo (Phaseolus vulgaris) IPR-Curié e IPR-
Uirapuru, na safra 2024. Ponta Grossa — PR, 2024.

IPR-Curi6
Altura de Plantas Vagens por  Grdos por  Peso de mil
Tratamentos plantas (cm) por planta vagem gréos (9)
metro
Extrato de Trichoderma asperellum 28,63ns 14,20ns 11,38ns 2,92ns 222,98ns
Extrato de Trichoderma endophyticum 24,20 13,15 8,50 2,75 212,21
Extrato de Trichoderma lentiforme 25,90 11,90 8,98 2,67 212,68
Extrato de Pycnoporus sanguineus 25,28 12,55 9,45 2,91 213,81
Extrato pirolenhoso 28,58 12,80 11,10 2,91 220,50
AGROMOS® 28,35 12,75 11,85 3,03 219,89
Produto de fermentacdo microbiana 26,03 12,25 9,63 2,73 212,87
Bion® 27,03 12,95 10,65 2,87 206,19
Amistar Top® 28,80 11,45 12,35 2,64 216,61
Controle 28,18 13,75 11,58 3,10 224,85
Coeficiente de variacdo (%) 9,16 10,31 21,95 10,71 4,55
IPR-Uirapuru
Altura de Plantas Vagens por  Grdos por  Peso de mil
Tratamentos plantas (cm) por planta vagem graos (9)
metro

Extrato de Trichoderma asperellum 57,50ns 10,22ns 13,00ns 4,93ns 182,52ns
Extrato de Trichoderma endophyticum 64,33 10,96 11,98 4,50 177,28
Extrato de Trichoderma lentiforme 61,03 9,48 13,05 4,76 181,87
Extrato de Pycnoporus sanguineus 59,68 10,06 11,25 4,77 178,53
Extrato pirolenhoso 63,65 10,74 13,63 4,74 181,58
AGROMOS® 63,33 9,92 13,35 4,75 175,17
Produto de fermentagdo microbiana 65,13 9,90 12,53 4,70 186,23
Bion® 57,25 10,58 12,25 4,88 179,96
Amistar Top® 58,23 9,66 12,63 4,62 185,76
Controle 60,48 9,70 12,68 4,83 181,61
Coeficiente de variacdo (%) 11,28 6,90 15,54 7,00 5,43

Fonte: a autora.
Notas: ns: ndo significativo pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

TABELA 2.8 — Produtividade (Kg ha*) em funcéo dos tratamentos aplicados nas cultivares de feijdo (Phaseolus
vulgaris) IPR Curié e IPR-Uirapuru, para manejo da mancha angular (Pseudocercospora griseola)
na safra 2024. Ponta Grossa — PR, 2024.

Tratamentos — Produtividade -
IPR Curio IPR Uirapuru

Extrato de Trichoderma asperellum 2336,50ns 2631,45ns
Extrato de Trichoderma endophyticum 1467,40 2294,88
Extrato de Trichoderma lentiforme 1327,33 2340,23
Extrato de Pycnoporus sanguineus 1730,78 2173,60
Extrato pirolenhoso 1977,14 2800,79
AGROMOS® 2183,78 2475,61
Produto de fermentagdo microbiana 1580,57 2396,62
Bion® 1812,49 2519,78
Amistar Top® 2102,41 2382,84
Controle 2461,69 2359,24
Coeficiente de variacdo (%) 32,05 22,22

Fonte: a autora.
Notas: ns: ndo significativo pelo teste de Tukey a 5% de significancia,
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2.3.3.2 Safra 2025

Na safra de 2025, ndo foi observada diferenca estatistica entre os tratamentos para a
variavel AACPD da mancha angular na cultivar IPR-Curié. Em IPR-Uirapuru, por sua vez,
houve diferenca estatistica entre os tratamentos, com o fungicida Amistar Top® apresentando o
menor valor de AACPD em relacdo a testemunha (Tabela 2.9). Novamente, esse resultado era
esperado, uma vez que o produto possui registro para o controle da mancha angular na cultura
do feijdo e tem acgdo tdxica sobre o patdgeno.

Ainda para a cultivar IPR-Uirapuru, os extratos a base de T. asperellum, T.
endophyticum e T. lentiforme, assim como os extratos de P. sanguineus, o extrato pirolenhoso,
0 AGROMOS®, o produto de fermentagdo microbiana e o Bion®, ndo diferiram estatisticamente
entre si ou do fungicida ou do tratamento controle. De forma geral, IPR-Curi6 apresentou
valores de AACPD superiores aos observados para a IPR-Uirapuru, ainda que sem diferenca
estatistica entre os tratamentos para essa cultivar.

Com relacdo as curvas de progresso da doenca para a mancha angular na safra de 2025,
observam-se baixos niveis de severidade ao longo de todo o ciclo para ambas as cultivares
avaliadas (Figura 2.11A e B). Na cultivar IPR-Curi0, a severidade iniciou, ainda que em baixas
taxas, a partir dos 27 DAE, com valores inferiores a 0,2%, apresentando incremento gradual até

cerca de 35-36 DAE, quando atingiu valores proximos a 0,5%.

TABELA 2.9 — Area abaixo da curva de progresso da doenga para manejo da mancha angular (Pseudocercospora
griseola) em feijdo (Phaseolus vulgaris), nas cultivares IPR Curi6 e IPR Uirapuru em condi¢des de
campo, na safra 2025. Ponta Grossa — PR, 2025.

Tratamentos IPR Curi6 IPR Uirapuru

Extrato de Trichoderma asperellum 0,34ns 0,21ab?
Extrato de Trichoderma endophyticum 0,40 0,23ab
Extrato de Trichoderma lentiforme 0,50 0,32ab
Extrato de Pycnoporus sanguineus 0,45 0,20ab
Extrato pirolenhoso 0,33 0,26ab
AGROMOS® 0,59 0,30ab
Produto de fermentacdo microbiana 0,42 0,37ab
Bion® 0,39 0,36ab
Amistar Top® 0,34 0,13b

Controle 0,66 0,51a

Coeficiente de variagdo (%) 10,10 8,46

Fonte: a autora.

Notas: 'Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia; ns: ndo significativo,

Dados originais, para analise foram transformados em /(x + 0,5).
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Entre 44 e 51 DAE, verificou-se o principal aumento da severidade na cultivar IPR-
Curid, com valores maximos variando aproximadamente entre 0,8% e 1,5% (Figura 2.11A). O
maior valor de severidade foi observado no tratamento controle, atingindo aproximadamente
1,5% aos 51 DAE. Apos esse pico, observou-se reducdo na severidade nas avaliacdes finais,
com valores proximos ou inferiores a 0,7% aos 57 DAE, possivelmente associada ao avanco do
ciclo da cultura e inicio da senescéncia foliar.

Na cultivar IPR-Uirapuru (Figura 2.11B), a severidade da mancha angular manteve-se
mais baixa que da IPR-Curié durante a maior parte do ciclo. Os primeiros sintomas foram
observados por volta de 28-36 DAE, com severidade inferior a 0,2%. O incremento da doenga
ocorreu de forma lenta e gradual, até aproximadamente 51 DAE, quando a maioria dos
tratamentos apresentou valores entre 0,3% e 0,5%.

O maior valor de severidade na cultivar IPR-Uirapuru foi registrado no tratamento
controle, atingindo aproximadamente 1,5% aos 65 DAE (Figura 2.11B). Os demais tratamentos
apresentaram valores maximos inferiores, em geral variando entre 0,4% e 0,9% no mesmo
periodo. Esse aumento mais tardio da severidade indica que o progresso da doenca ocorreu
principalmente nas fases finais do ciclo da cultura.

A mancha angular tem seu desenvolvimento favorecido em temperaturas médias
préximas de 24°C e em condicdes de alternancia entre periodos secos e umidos (Wendland et
al., 2016). Observando os dados meteoroldgicos do periodo experimental (Figura 2.6), nota-se
que na fase final do ciclo houve um aumento na ocorréncia e no volume de precipitacdes,
mantendo-se também valores elevados de umidade relativa. Esses dados indicam que as
condicBGes mais favoraveis ao patdgeno se estabeleceram apenas no final do desenvolvimento
da cultura, o que é coerente com o aumento mais tardio da severidade observado nas avaliagdes.

Com relacdo a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para a antracnose
na safra de 2025, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos para
nenhuma das cultivares avaliadas (Tabela 2.10). Na cultivar IPR-Curid, os valores de AACPD
variaram entre 0,15 e 0,61, enquanto na cultivar IPR-Uirapuru os valores oscilaram entre 0,12
e 0,32.

Na cultivar IPR-Curio, o menor valor de AACPD foi observado no tratamento com
Bion® (Tabela 2.10), enquanto o maior valor ocorreu no tratamento com AGROMOS®, seguido
pelo extrato de T. asperellum e pelo produto de fermentagdo microbiana. Apesar dessa variagao
numerica, a auséncia de diferencas estatisticas indica que os tratamentos néo influenciaram de
forma significativa a variavel nessa cultivar. Para a cultivar IPR-Uirapuru, os menores valores

de AACPD foram registrados para o tratamento com Amistar Top® e Bion®, enquanto o maior
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valor foi observado na testemunha (0,29), novamente sem separacdo estatistica entre o0s

tratamentos.

FIGURA 2.11 — Curvas de severidade de mancha angular (Pseudocercospora griseola) nas cultivares de feijao
(Phaseolus vulgaris) IPR Curid e IPR Uirapuru em condi¢des de campo, na safra 2025. Ponta

Grossa — PR, 2025.
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TABELA 2.10 — Area abaixo da curva de progresso da antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) em feijdo
(Phaseolus vulgaris), nas cultivares IPR-Curié e IPR-Uirapuru em condi¢des de campo, na safra
2025. Ponta Grossa — PR, 2025.

Tratamentos IPR-Curio IPR-Uirapuru
Extrato de Trichoderma asperellum 0,58ns 0,18ns
Extrato de Trichoderma endophyticum 0,37 0,24
Extrato de Trichoderma lentiforme 0,23 0,24
Extrato de Pycnoporus sanguineus 0,31 0,18
Extrato pirolenhoso 0,24 0,23
AGROMOS® 0,61 0,32
Produto de fermentacdo microbiana 0,50 0,18
Bion® 0,15 0,14
Amistar Top® 0,28 0,12
Controle 0,48 0,29
Coeficiente de variacdo (%) 14,08 8,83

Fonte: a autora.
Notas: ns: ndo significativo,

Dados originais, transformados em +/(x + 0,5).

As curvas de severidade da antracnose na safra de 2025 corroboram com os baixos
valores de AACPD obtidos (Figura 2.12A e B). Na cultivar IPR-Curié (Figura 2.12A), 0s
primeiros sintomas foram observados ja na primeira avaliacdo, aos 27 DAE, porém com
severidades inferiores a 0,5%. Entre 35 e 44 DAE, observou-se um discreto aumento da
severidade, com valores variando aproximadamente entre 0,3% e 0,6%, dependendo do
tratamento. As maiores porcentagens de severidade na cultivar IPR-Curié ocorreram entre 44 e
51 DAE, periodo no qual os valores maximos ficaram proximos a 0,8-1,2%. O maior valor foi
observado no tratamento controle, atingindo aproximadamente 1,2% aos 57 DAE.

Para a cultivar IPR-Uirapuru (Figura 2.12B), por sua vez, 0s sintomas puderam ser
mensurados, ainda que em baixas porcentagens, na primeira avaliacdo aos 28 DAE, com
severidade inferior a 0,1%. O principal aumento da doenca ocorreu aos 51 DAE, quando alguns
tratamentos atingiram valores maximos préximos a 0,5-0,7%, seguido por reducdo da
severidade nas avaliagOes posteriores.

Um novo aumento da severidade foi observado aos 65 DAE (Figura 2.12B),
especialmente no tratamento controle, com valores proximos a 0,6-0,7%. Ainda assim, 0s
niveis de severidade permaneceram baixos durante todo o ciclo, e as curvas dos tratamentos
mantiveram-se proximas entre si, 0 que explica os reduzidos valores de AACPD e a auséncia
de diferencas estatisticas entre os tratamentos na cultivar IPR Uirapuru.

De modo geral, as curvas de severidade e os valores de AACPD indicam que na safra
de 2025 a antracnose apresentou baixa severidade em ambas as cultivares. As condicOes
ambientais ndo favoreceram a infeccdo e desenvolvimento da doenca, o que limitou a expressao

de possiveis efeitos dos tratamentos avaliados sobre o progresso da antracnose em campo.
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FIGURA 2.12 — Severidade (%) de antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) nas cultivares de feijédo
(Phaseolus vulgaris) IPR-Curi6 (A) e IPR-Uirapuru (B) em condigdes de campo, na safra 2025.

Ponta Grossa — PR, 2025.
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Da mesma forma que na safra de 2024, os componentes de rendimento e a produtividade
ndo foram influenciados pelos tratamentos (Tabelas 2.11 e 2.12). A auséncia de diferencas

estatisticas significativas esta diretamente relacionada a baixa severidade das doencas, que nao
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atingiram niveis capazes de comprometer o crescimento das plantas, seu desenvolvimento e o
enchimento de gréos.
TABELA 2.11 — Altura de plantas (cm) e componentes de rendimento: plantas por metro, vagens por planta, gréos

por vagem e peso de mil gréos (g), em funcdo dos tratamentos aplicados nas cultivares de feijdo
(Phaseolus vulgaris) IPR-Curi6 e IPR-Uirapuru, na safra 2025. Ponta Grossa — PR, 2025.

IPR-Curié
Altura de Plantas Vagens por  Gréos por  Peso de mil
Tratamentos por ~

plantas (cm) metro planta vagem graos (g)
Extrato de Trichoderma asperellum 38,68ns 12,56ns 10,03ns 4,04ns 220,70ns
Extrato de Trichoderma endophyticum 36,53 12,56 9,98 4,03 218,95
Extrato de Trichoderma lentiforme 38,65 12,69 10,78 3,66 224,17
Extrato de Pycnoporus sanguineus 38,18 12,31 11,10 3,98 223,75
Extrato pirolenhoso 32,45 12,63 8,23 3,62 235,58
AGROMOS® 35,80 12,56 9,58 3,96 232,61
Produto de fermentagcdo microbiana 36,40 12,19 9,45 4,21 225,41
Bion® 36,55 12,50 10,45 3,62 231,73
Amistar Top® 38,80 12,63 9,75 4,31 226,19
Controle 35,43 12,44 8,78 3,60 230,69
Coeficiente de variacdo (%) 12,07 4,57 20,81 15,52 5,93

IPR-Uirapuru
Altura de Plantas Vagens por  Gréos por  Peso de mil
Tratamentos por x

plantas (cm) metro planta vagem gréos (9)
Extrato de Trichoderma asperellum 50,55ns 10,31ns 11,20ns 4,20ns 242,13ns
Extrato de Trichoderma endophyticum 49,15 10,06 10,60 4,13 229,26
Extrato de Trichoderma lentiforme 44,63 10,63 10,45 4,27 237,12
Extrato de Pycnoporus sanguineus 52,85 10,63 11,68 3,99 221,88
Extrato pirolenhoso 46,95 10,13 10,45 4,21 230,94
AGROMOS® 50,18 11,25 10,15 4,05 229,30
Produto de fermentagdo microbiana 47,93 10,31 10,95 4,17 221,46
Bion® 48,15 10,56 10,33 4,06 169,82
Amistar Top® 44,25 10,19 9,03 4,24 228,19
Controle 51,40 11,00 10,53 4,04 228,39
Coeficiente de variacéo (%) 10,90 8,92 15,33 8,67 16,64

Fonte: a autora.
Notas: ns: ndo significativo pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

TABELA 2.12 — Produtividade (kg ha-') em funcdo dos tratamentos aplicados nas cultivares de feijao (Phaseolus
vulgaris) IPR-Curid e IPR-Uirapuru, na safra 2025. Ponta Grossa — PR, 2025.
Produtividade

Tratamentos IPR-Curio IPR-Uirapuru

Extrato de Trichoderma asperellum 2852,71ns 2592,67ns
Extrato de Trichoderma endophyticum 2679,42 2231,48
Extrato de Trichoderma lentiforme 2603,68 2519,88
Extrato de Pycnoporus sanguineus 2580,97 2424,67
Extrato pirolenhoso 2571,12 2290,65
AGROMOS® 2467,33 2349,38
Produto de fermentagdo microbiana 2440,60 2325,47
Bion® 2417,49 2205,75
Amistar Top® 2087,54 1951,30
Controle 2036,78 2397,23
Coeficiente de variacdo (%) 30,45 19,02

Fonte: a autora.
Notas: ns: ndo significativo pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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2.4 CONCLUSOES

Os produtos alternativos e indutores de resisténcia apresentaram efeito sobre
Pseudocercospora griseola in vitro, com reducdo do IVCM e da esporulagdo. Na primeira
repeticio, AGROMOS® e Amistar Top® reduziram o IVCM, enquanto AGROMOS®, o produto
de fermentacdo microbiana e os extratos de T. asperellum e T. endophyticum reduziram a
esporulacdo. Na segunda repeticdo, o extrato de T. lentiforme apresentou o menor IVCM, e
todos os tratamentos reduziram a esporulacdo em relagéo ao controle.

Em casa de vegetacdo, ndo houve reducdo significativa da AACPD da mancha angular
nas cultivares IPR-Curio6 e IPR-Uirapuru em ambas as repeticdes, embora IPR-Uirapuru tenha
apresentado menor progresso da doenca.

Em campo, na safra 2024, o fungicida e o produto de fermentacdo microbiana reduziram
a AACPD da mancha angular em IPR-Curi6, enquanto ndo houve diferenca significativa entre
os tratamentos em IPR-Uirapuru. Na safra 2025, apenas o fungicida reduziu a AACPD em IPR-
Uirapuru, sem efeito significativo para IPR-Curio.

Para a antracnose, ndo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos
nas duas safras para IPR-Curié. Em IPR-Uirapuru, apenas o fungicida reduziu a AACPD na
safra 2024, ndo havendo efeito significativo na safra 2025.

A baixa severidade das doencas nas condi¢fes de campo ndo impactou 0s componentes

de rendimento nem a produtividade das cultivares avaliadas.
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CAPITULO 3 - PRODUTOS ALTERNATIVOS PARA INDUCAO DE RESISTENCIA
A MANCHA ANGULAR EM PLANTAS DE FEIJAO

RESUMO

O feijdo (Phaseolus vulgaris L.) € uma cultura de elevada importancia socioecondémica no
Brasil, cuja produtividade pode ser severamente afetada pela mancha angular, causada por
Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & U. Braun. Diante da necessidade de estratégias
mais sustentaveis para 0 manejo de doencas, a inducgdo de resisténcia por meio de produtos
alternativos tem se destacado como uma abordagem promissora. Assim, esta pesquisa teve
como objetivo avaliar a indugdo de resisténcia em plantas de feijdo por meio de analises
bioquimicas, apos a aplicacdo de diferentes produtos alternativos, via pulverizacdo foliar e
tratamento de sementes. Os experimentos foram conduzidos em cultivo protegido, utilizando
as cultivares IPR-Curi6 e IPR-Uirapuru, com e sem inoculacdo do patdégeno. Foram avaliadas
a atividade das enzimas peroxidase e polifenoloxidase em diferentes tempos ap6s a aplicacdo
dos tratamentos, bem como o acumulo da fitoalexina faseolina em hipocétilos de feijdo. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e comparacdo de médias pelo teste de
Tukey a 5% de significancia. Os resultados indicaram que os produtos alternativos aplicados
via foliar ndo foram eficientes na inducao de respostas bioquimicas de defesa em plantas de
feijdo. O tratamento de sementes com Trichoderma spp. apresentou efeito positivo sobre a
atividade da peroxidase em plantulas da cultivar IPR-Curié na presenca do patdgeno, o que
evidenciou que a resposta a producdo da enzima é dependente do gendtipo e da forma de
aplicacdo do produto. O acumulo de faseolina ndo foi observado nas condi¢Bes experimentais
avaliadas.

Palavras-chave: Resisténcia induzida; Mancha angular; Enzimas oxidativas; Fitoalexinas;
Phaseolus vulgaris, Pseudocercospora griseola.
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CHAPTER 3 - ALTERNATIVE PRODUCTS FOR INDUCING RESISTANCE TO
ANGULAR LEAF SPOT IN COMMON BEAN PLANTS

ABSTRACT

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is a crop of great socioeconomic importance in Brazil,
and its productivity can be severely affected by angular leaf spot, caused by Pseudocercospora
griseola (Sacc.) Crous & U. Braun. In light of the need for more sustainable disease
management strategies, the induction of resistance through alternative products has emerged as
a promising approach. In this context, the present study aimed to evaluate resistance induction
in bean plants through biochemical analyses following the application of different alternative
products, applied either by foliar spraying or seed treatment. The experiments were conducted
under protected conditions, using the cultivars IPR-Curi6 and IPR-Uirapuru, with and without
pathogen inoculation. Peroxidase and polyphenol oxidase activities were measured at different
time points after treatment application, and phaseolin accumulation in bean hypocotyls was also
assessed. The data were subjected to analysis of variance, and means were compared using
Tukey’s test at the 5% significance level. The results showed that the alternative products
applied via foliar spraying were not effective in inducing biochemical defense responses in bean
plants. In contrast, seed treatment with Trichoderma spp. had a positive effect on peroxidase
activity in seedlings of the IPR-Curi6 cultivar in the presence of the pathogen, indicating that
enzyme-related responses depend on both genotype and mode of application. Phaseolin
accumulation was not detected under the experimental conditions evaluated.

Keywords: Induced resistance; Angular leaf spot; Oxidative enzymes; Phytoalexins; Phaseolus
vulgaris, Pseudocercospora griseola.

3.1 INTRODUCAO

A cultura do feijao (Phaseolus vulgaris L.) é de grande importancia para a agricultura
brasileira, pela ampla adaptacdo a diferentes regides e sistemas de cultivo e pelo grande
consumo do grdo pela populacdo (Domene; Ghedini; Steluti, 2021). Sua produtividade, no
entanto, é frequentemente comprometida por doencas flngicas, como a mancha angular
(Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & U. Braun). Tal doenga é amplamente distribuida
nas areas produtoras de todo o Brasil e pode causar reducdes expressivas de rendimento,
sobretudo quando condicdes ambientais favoraveis ao patdgeno coincidem com cultivares
suscetiveis.

Frente aos desafios associados ao uso de defensivos quimicos para controle de doencas
fangicas em feijdo, a inducdo de resisténcia em plantas tem emergido como estratégia
alternativa e sustentavel para o manejo de doencas (Figueiredo et al., 2023; Toillier et al., 2020).
A inducdo de resisténcia baseia-se na ativacdo de mecanismos de defesa das plantas,
frequentemente mediada por elicitores exdgenos, ou seja, substancias externas colocadas em

contato com a planta (Locateli, 2017).
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Do ponto de vista bioquimico, a resisténcia induzida envolve uma série de alteragdes
metabdlicas nas plantas, destacando-se principalmente a ativacdo do metabolismo oxidativo e
da rota dos compostos fendlicos. Enzimas como as peroxidases e a polifenoloxidase estdo
diretamente associadas a esses processos, participando da producdo de espécies reativas de
oxigénio, da oxidagdo de fenois e do fortalecimento estrutural das paredes celulares por meio
da lignificacdo. Essas respostas contribuem para limitar a colonizagdo do patégeno e reduzir a
progressao da doenca.

Além das enzimas oxidativas, a sintese de fitoalexinas representa um dos mecanismos
mais caracteristicos da resisténcia induzida. No feijdo, a faseolina é a principal fitoalexina
associada as respostas de defesa, sendo rapidamente sintetizada apds a percepc¢ao do patégeno
ou dos estimulos por elicitores. A faseolina apresenta atividade antifungica comprovada e tem
sido amplamente utilizada como marcador bioquimico em estudos de resisténcia induzida nessa
cultura (Taiz et al., 2017).

Diversas pesquisas tém demonstrado o potencial de produtos alternativos na ativacéo
dos mecanismos de defesa das plantas. Fungos do género Trichoderma, por exemplo, sdo
reconhecidos ndo apenas pelo antagonismo direto a fitopatdgenos, mas também pela sua
capacidade elicitora, ao estimular respostas de defesa em plantas (Philip et al., 2024; Pittner et
al., 2018). De forma semelhante, extratos de fungos basidiomicetos, mananoligossacarideos,
produtos de fermentacdo microbiana e compostos como o acibenzolar-S-metilico também séo
relacionados a ativacao de vias de sinalizacdo associadas a resisténcia induzida (Brito et al.,
2025; Suérez et al., 2025: Schulman et al., 2022).

Existem, no entanto, lacunas quanto a compreensdo da dindmica das respostas de
indutores, especialmente no que se refere a influéncia do tipo e estadio de aplicacdo, da
influéncia do patdgeno e das diferencas entre cultivares. Dessa forma, a avaliacdo integrada de
diferentes indicadores bioquimicos, ao longo do tempo e sob diferentes condicGes
experimentais, torna-se fundamental para compreender de forma mais consistente a inducéo de
resisténcia em plantas de feijéo.

Diante desse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de
produtos alternativos na inducdo de resisténcia @ mancha angular, por meio da anélise da
atividade das enzimas peroxidase e polifenoloxidase em plantas e plantulas e do acimulo da

fitoalexina faseolina em hipocotilos de feijao.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Obtengdo de Extratos para Analise Enzimatica

Com o objetivo de comprovar a inducdo de resisténcia proporcionada pelos
tratamentos (Tabela 3.1), foram realizadas anélises enzimaticas, de acordo com as propostas
por Lusso e Pascholati (1999) e Duangmail e Apenten (1999), Umesha (2006), Fialho (2004) e
Solino et al. (2017).

Foram realizados dois experimentos com aplicacdes foliares dos tratamentos (Tabela
2.1) no estadio vegetativo V3 (primeiro triflio desenvolvido). Para isso, vasos plasticos,
acondicionados em casa de vegetacdo, foram preenchidos com 15 litros de substrato e em
seguida semeadas 15 sementes de feijdo das cultivares IPR-Uirapuru e IPR-Curid. Apds a
emergéncia, foram selecionadas as plantas mais vigorosas, nas quais houve a aplicacdo dos
tratamentos.

Em ambos os experimentos foram aplicados 10 mL por planta de calda contendo o
respectivo tratamento (Tabela 3.1) dissolvido em &gua, exceto na testemunha, na qual foi
aplicada apenas agua destilada. Somente no experimento 1 houve a inoculacdo do patdégeno
apos a aplicacdo dos tratamentos. O isolado de P. griseola utilizado para a producdo da
suspensdo de indculo é originario de Ponta Grossa/PR e a concentracdo utilizada foi de 2,5
conidios 108 mL™*, provenientes de colbnias esporuladas do patégeno em meio de cultura aveia-

agar.

TABELA 3.1 — Tratamentos e suas respectivas concentragdes de produtos utilizados para analise da atividade das
enzimas em feijdo (Phaseolus vulgaris) Ponta Grossa — PR, 2024.

Tratamento Concentragédo
Extrato de Trichoderma asperellum 25% viv
Extrato de Trichoderma endophyticum 25% viv
Extrato de Trichoderma lentiforme 25% viv
Extrato de Pycnoporus sanguineus 25% viv
Extrato pirolenhoso! 5mLL?
(AGROMOS®? 3mLL?
Produto de fermentagdo microbiana 25mLL?
(Bion®3 0,125¢gL?
AMISTAR TOP® 0,625 mL L?

Agua destilada e esterilizada (Controle) -
Fonte: a autora.
Notas: Volume de aplicacdo considerado: 200 L ha. Fonte: 'EPB Brasil (2022); 2ALLTECH (2012) *ADAPAR
(2022); “ADAPAR (2021).
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Os dois experimentos tiveram delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeticGes. Cada repeticdo consistiu em uma planta coletada por tempo ap6s a aplicacdo dos
tratamentos. Foram estabelecidos os esquemas de coleta demonstrados na Figura 3.1.

Em todas as coletas, as plantas foram destacadas e congeladas imediatamente em
nitrogénio liquido. Apds o congelamento, foram acondicionadas em embalagem plastica,
identificadas e mantidas em freezer até a preparacdo dos extratos proteicos.

Foram realizados outros dois experimentos com aplicacfes dos tratamentos via
sementes. Em ambos foram aplicados em 50 sementes, 10 mL de calda contendo o respectivo
tratamento (Tabela 3.1) dissolvido em &gua, exceto na testemunha, na qual foi aplicada apenas
agua destilada esterilizada. Somente no experimento 1, novamente, houve a inoculagcdo do
patdgeno, que ocorreu sete dias ap6s a emergéncia (Figura 3.2).

FIGURA 3.1 — Esquema de execucdo do experimento visando a coleta de plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris)
com inoculagdo do patégeno (Pseudocercospora griseola) para analise enzimatica.

Experimento 1 — Com inoculagio do patdgeno

Coleta 1 Coleta 2 + Inoculagdo Coleta 3 Coleta 4 Coleta 5
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
24h antes da aplicagio  Aplicagho dos  24h apds a aplicagio 24h apés a 4Bh apds a 72hapdsa
dos tratamentos tratamentos dos tratamentos inoculagdo inoculagdio inoculagéo

Experimento 2 — Sem inoculagiio do patégeno

Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Diad Dia 5
24h antes da aplicagiic  Aplicagiio dos  24h apds a aplicacio 48h apds a aplicagdo  72h apds a aplicagfio
dos tratamentos tratamentos dos tratamentos dos tratamentos dos tratamentos

Fonte: a autora.

Houve o desbaste de plantulas excedentes aos cinco dias apds a emergéncia,
permanecendo as mais vigorosas e sem sinais de danos. Os experimentos 1 e 2 tiveram
delineamento inteiramente aleatorizado, com quatro repeti¢des. Cada repeticao consistiu em 10

plantulas coletadas apds a emergéncia ou inoculagéo.
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Em todas as coletas, as plantas e plantulas foram destacadas e congeladas
instantaneamente em nitrogénio liquido. Apds o congelamento, foram acondicionadas em

embalagem plastica, identificadas e mantidas em freezer até a preparacdo dos extratos proteicos.

FIGURA 3.2 — Esquema de execucdo do experimento de tratamento de sementes, visando a coleta de plantulas de
feijdo (Phaseolus vulgaris) para analise enzimatica. DAE — Dias apGs a emergéncia.

Experitnente 1 — Com ineculagdo do patogeno
B »~ ¥ X

Semeaduraepds  Desbaste apds 5 Inoculagiio epos 7 Coleta das pléntulas
tratamentos DAE DAE apéba 48h

Experimento 2 — Sem inoculagiio do patdgene

g 7° &

Semeadura apds Deshaste apbs 5 DAR Coleta das pliintulas
ratamentos apds 7 DAE

Fonte: a autora.

3.2.1.1 Obtengdo dos extratos proteicos

Para a obtengdo dos extratos proteicos, 0,5 g de folhas das plantas ou plantulas
coletadas foram maceradas em quatro mL de tampéo acetato de s6dio 100 mM (pH 5,0), com
auxilio de almofariz e pistilo. O homogenato foi centrifugado a 20.000g durante 25 minutos a
4°C, sendo o sobrenadante obtido considerado como extrato proteico. Apos a preparacdo do
extrato, este permaneceu em freezer para sua conservacao e posterior utilizacdo nas analises da

atividade de enzimas.

3.2.2 Atividade de Enzimas

A quantificagdo da atividade das enzimas foi realizada a partir do extrato proteico

obtido (Item 3.2.1.1) e segue as metodologias expostas a seguir.

3.2.2.1 Atividade de peroxidase
A atividade de peroxidase de guaiacol (EC 1.11.1.7) foi quantificada através da

metodologia de Lusso e Pascholati (1999).
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Com objetivo de quantificar a enzima, foi preparada uma solucéo contendo 250 pL de
guaiacol; 306 pL de perdxido de hidrogénio; e 100 mL de tampéo fosfato 0,01 M (pH 6,0). A
mistura da reacdo, por sua vez, consistiu em 0,10 mL do extrato proteico e 2,9 mL de solucédo
de guaiacol preparada. A mistura foi realizada em tubos de ensaio que foram mantidos em
banho maria, na temperatura de 30°C, antes da leitura.

A leitura das amostras foi realizada em cubeta, no volume de 3 mL. O
espectrofotdmetro foi regulado a 470 nm, em absorbancia. O padrao branco utilizado foi de 3
mL da solucéo de guaicol.

Os resultados foram expressos em unidades de absorbancia por grama de peso fresco
(ABS g.pf).

3.2.2.2 Atividade de polifenoloxidase

A atividade de polifenoloxidase de catecol (EC 1.10.3.2) foi quantificada através da
metodologia de Duangmail e Apenten (1999).

Foi preparada a solucdo de catecol com 50 mL de tampéo fosfato de sédio 100 mM
(pH 6,8) + 0,1101 g de catecol (20 mM). A mistura da reagéo consistiu em 900 pL da solugédo
de catecol + 100 pL do extrato enzimético, e mantida a 30°C, em banho maria, antes da leitura.

O padréo branco utilizado consistiu em 3mL de solucao de catecol. As leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro a 420 nm, sendo a primeira, realizada no tempo zero e a
segunda, dois minutos apds a primeira. Os resultados foram expressos pela diferenca entre a
segunda e a primeira leitura em unidades de absorbancia por grama de peso fresco (AABS g.pf).

3.2.3 Fitoalexina Faseolina

Foi realizada a quantificacdo da fitoalexina faseolina conforme metodologia proposta
por Dixon et al. (1983) e adaptada por Solino et al. (2017).

Para essa quantificacdo, as sementes de feijdo foram desinfestadas em hipoclorito de
sodio por cinco minutos, em seguida lavadas com &gua esterilizada e semeadas em bandejas
com areia esterilizada. As bandejas com as sementes plantadas foram mantidas em camara
climatizada com temperatura de 25°C + 2, na auséncia de luz.

Ap0s sete dias, os hipocatilos estiolados das plantas foram retirados e lavados em agua
esterilizada. Os hipocotilos foram divididos em quatro segmentos, pesados e colocados em

gerbox com papel filtro umedecido com agua destilada esterilizada.
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Os tratamentos (Tabela 3.1) preparados foram pulverizados sobre os segmentos de
hipocotilos e os gerbox foram mantidos em BOD a 25°C + 2, no escuro. Apds 48h, os
hipocétilos foram transferidos para tubos com 10 mL de etanol e acondicionados a 4°C por
mais 48 horas.

Em seguida, os tubos foram agitados em agitador orbital a 200 rpm por uma hora para
a extracdo da faseolina. As medidas foram realizadas em espectrofotometro a 280 nm e 0s
resultados expressos como unidades de absorbancia por grama de peso fresco (ABS g pf?).

O delineamento experimental para a extracdo de faseolina foi inteiramente
aleatorizado, com quatro repetic6es. Cada repetigcdo consistiu em um hipocétilo segmentado em
4 partes.

3.2.4 Anélise Estatistica

Os dados da atividade enzimatica de peroxidase e polifenoloxidase, expressos em
unidades de absorbancia por grama de peso fresco (ABS g'.pf), foram obtidos em coletas
destrutivas realizadas ao longo do tempo. Dessa forma, as observagdes em cada tempo foram
consideradas independentes. Todos os resultados encontrados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia, com o
software SASM-Agri (Canteri et al., 2001).

3.3 RESULTADOS

Para as avaliacdes da atividade de peroxidase e polifenoloxidase, a coleta realizada 24
horas antes da aplicacdo dos tratamentos ndo foi submetida a analise estatistica, uma vez que
antecede a aplicacdo dos produtos e, portanto, ndo ha possibilidade de efeito dos mesmos sobre
as respostas bioquimicas avaliadas. Conforme descrito no delineamento experimental, essa
coleta teve carater exclusivamente referencial, permitindo a caracterizacdo do estado

enzimatico inicial das plantas, previamente a aplicacdo dos tratamentos.

3.3.1 Peroxidase

3.3.1.1 Peroxidase em plantas de feijao

Na anélise realizada 24 horas ap6s a aplica¢do dos tratamentos (24h DT), para IPR-
Curi6 (Tabela 3.2), foram observadas diferengas estatisticas entre os tratamentos. O produto de

fermentacdo microbiana (PFM) apresentou o maior valor médio de atividade de peroxidase,
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estatisticamente superior aos tratamentos com extrato de T. asperellum, T. lentiforme, extrato
pirolenhoso e Amistar Top® que tiveram as menores médias. Os tratamentos com
AGROMOS®, extrato de T. endophyticum, P. sanguineus e Bion®, apresentaram valores
intermediarios, ndo diferindo estatisticamente do PFM.

Em 24 horas ap6s a inoculacdo (24h DI) (Tabela 3.2), verificou-se aumento da
atividade de peroxidase em diversos tratamentos, porem o controle também esteve entre as
maiores médias. Os maiores acimulos de peroxidase foram observados para produto de
fermentacio microbiana, Bion® Amistar Top® e controle, os quais ndo diferiram
estatisticamente entre si. O extrato de P. sanguineus teve o menor actmulo, diferindo
significativamente dos melhores tratamentos.

Na avaliacdo realizada em 48h ap0s a inoculacdo (48h DI) (Tabela 3.2), o produto de
fermentacao microbiana apresentou a maior atividade de peroxidase, diferindo estatisticamente
dos tratamentos com extratos de T. asperellum, T. endophyticum, T. lentiforme e P. sanguineus.
Novamente, o tratamento controle ndo diferiu estatisticamente das maiores médias, e
permaneceu intermediario a todos os tratamentos.

Em 72h ap06s a inoculacdo (72h DI) (Tabela 3.2), observaram-se diferencas estatisticas
entre os tratamentos, com destaque para o extrato de T. endophyticum, que apresentou a maior
média. Esse diferiu estatisticamente do extrato de P. sanguineus, extrato pirolenhoso e produto

de fermentacdo microbiana.

TABELA 3.2 - Acumulo de peroxidase, expresso em unidades de absorbancia por grama de peso fresco (ABS g
1pf), em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris) da cultivar IPR-Curi¢ ap6s a aplicagdo dos
tratamentos e inoculacdo do fungo Pseudocercospora griseola, em cultivo protegido. Ponta Grossa

— PR, 2024.

Tratamentos 24h AT 24h DT 24h DI 48h DI 72h DI
Extrato de Trichoderma asperellum 80,70 59,60bc! 44,04bc 52,32bc 114,94ab
Extrato de Trichoderma endophyticum 58,86 103,64ab 92,44ab  48,30bc 136,26a
Extrato de Trichoderma lentiforme 59,10 55,62bc 85,74abc  49,14bc 123,26ab
Extrato de Pycnoporus sanguineus 55,62 71,36abc 35,62¢ 41,22¢ 65,10bc
Extrato pirolenhoso 25,54 62,68bc 40,52bc  72,00abc 57,10bc
AGROMOS® 35,28 119,68ab 72,14abc  125,16ab 81,52abhc
Produto de fermentagdo microbiana 56,12 136,58a 132,90a  142,42a 32,88¢c
Bion® 95,06 120,14ab 127,34a  117,44ab 90,84abhc
Amistar Top® 29,56 48,26¢ 117,04a  95,00abc 100,66ab
Controle 16,22 78,10abc 106,64a  79,68abc 75,72abc
Coeficiente de variagdo (%) - 17,45 15,82 20,25 17,06

Fonte: a autora.
Notas: ‘Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia; ns: ndo significativo. AT: antes dos tratamentos; DT: depois dos tratamentos; DI: depois da inoculacéo.

Dados originais, para analise foram transformados em /(x + 0,5).
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Para IPR-Uirapuru com inoculagdo do patdgeno (Tabela 3.3), nas avaliagdes de
peroxidase realizadas 24 horas ap0s a aplicacdo dos tratamentos, 24 e 48 horas apds a
inoculacdo, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos. Esse resultado
indica que, nesse momento, os produtos avaliados ndo promoveram alteracGes significativas na

atividade de peroxidase em relacéo a testemunha.

TABELA 33— Acumulo de peroxidase, expresso em unidades de absorbancia por grama de peso fresco (ABS g
Lpf), em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris) da cultivar IPR-Uirapuru apds a aplicacdo dos
tratamentos e inoculacdo do fungo Pseudocercospora griseola, em cultivo protegido. Ponta Grossa

—PR, 2024.

Tratamentos 24h AT 24h DT 24h DI 48h DI 72h DI
Extrato de Trichoderma asperellum 141,34 130,12ns 135,42ns  71,40ns 135,94a!
Extrato de Trichoderma endophyticum 134,78 138,78 123,22 68,08 121,84ab
Extrato de Trichoderma lentiforme 99,32 142,74 118,44 33,38 103,56ab
Extrato de Pycnoporus sanguineus 68,12 131,74 142,48 55,22 135,06a
Extrato pirolenhoso 114,04 112,92 86,74 40,38 104,22a
AGROMOS® 127,26 89,60 97,16 88,18 75,02ab
Produto de fermentagdo microbiana 105,66 120,30 103,82 52,74 44,78b
Bion® 86,06 109,62 80,24 71,04 60,86ab
Amistar Top® 25,74 129,86 131,88 86,38 108,80ab
Controle 113,20 144,26 127,70 72,00 110,58ab
Coeficiente de variacdo (%) - 10,33 13,80 30,03 18,49

Fonte: a autora.
Notas: Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia; ns: ndo significativo. AT: antes dos tratamentos; DT: depois dos tratamentos; DI: depois da inoculagao.

Dados originais, para analise foram transformados em +/(x + 0,5).

Somente na avaliacdo realizada em 72 horas ap06s a inoculacdo (72h DI) foram
detectadas diferencas estatisticas entre os tratamentos (Tabela 3.3). Nessa coleta, o produto de
fermentagdo microbiana apresentou a menor atividade de peroxidase, diferindo estatisticamente
dos tratamentos com extrato de T. asperellum, extrato de P. sanguineus e extrato pirolenhoso,
0S quais apresentaram as maiores atividades da enzima. De forma geral, os resultados obtidos
para a cultivar IPR-Uirapuru indicaram que a atividade de peroxidase apresentou baixa
sensibilidade aos tratamentos ao longo do tempo, tendo diferencas apenas no ultimo tempo de
avaliacdo, no entanto, apresentando o controle entre as maiores médias.

No experimento 2, conduzido sem a inoculacgéo de P. griseola, foram avaliados quatro
tempos de coleta. Para IPR Curid (Tabela 3.4), na avaliacdo realizada 24 horas ap06s a aplicagédo
dos tratamentos (24h DT), foram observadas diferencas estatisticas significativas entre 0s
tratamentos. O maior valor de atividade de peroxidase foi registrado para o tratamento com
Bion®, o qual ndo diferiu estatisticamente do controle, indicando novamente que nio houve
efeito dos tratamentos no acimulo da enzima.

Em 48 e 72 horas apés a aplicacdo dos tratamentos (48h/72h DT), ndo foram
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observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos. Esse resultado indica que, nesse
momento, a atividade de peroxidase foi semelhante entre todos os tratamentos avaliados,

incluindo a testemunha.

TABELA 34— AcUmulo de peroxidase, expresso em unidades de absorbancia por grama de peso fresco (ABS g
Lpf), em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris) da cultivar IPR-Curié ap6s a aplicacdo dos
tratamentos em cultivo protegido. Ponta Grossa — PR, 2024.

Tratamentos 24h AT 24h DT 48h DT 72h DT
Extrato de Trichoderma asperellum 54,76 62,86ab 76,78ns 138,06ns
Extrato de Trichoderma endophyticum 39,46 43,1b 71,6 69,3
Extrato de Trichoderma lentiforme 37,5 71,94ab 74,82 76,64
Extrato de Pycnoporus sanguineus 26,04 72,1ab 84,08 117,9
Extrato pirolenhoso 28,64 124,44ab 106,2 77,9
AGROMOS® 29,68 85,96ab 97,08 102,48
Produto de fermentagcdo microbiana 22,48 107,36ab 93,78 139,92
Bion® 15,72 140,62a 92,08 117,7
Amistar Top® 19,94 109,44ab 67,88 78,08
Controle 13,44 137,3a 107,82 82,4
Coeficiente de variagdo (%) - 17,90 15,56 20,35

Fonte: a autora.
Notas: Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia; ns: ndo significativo. AT: antes dos tratamentos; DT: depois dos tratamentos.

Dados originais, para analise foram transformados em /(x + 0,5).

Para IPR-Uirapuru (Tabela 3.5), em todas as coletas realizadas, ndo houve diferencas
estatisticas entre os tratamentos. De forma geral, os resultados obtidos para ambas as cultivares
no experimento sem inoculacdo demonstram que os tratamentos ndo foram capazes de

promover alterac@es na atividade de peroxidase.

TABELA 35— Acumulo de peroxidase, expresso em unidades de absorbancia por grama de peso fresco (ABS g
Lpf), em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris) da cultivar IPR-Uirapuru apés a aplicacdo dos
tratamentos em cultivo protegido. Ponta Grossa — PR, 2024.

Tratamentos 24h AT 24h DT 48h DT 72h DT
Extrato de Trichoderma asperellum 19,4 80,7ns 110ns 112,7ns
Extrato de Trichoderma endophyticum 15,36 84,96 100,24 83,08
Extrato de Trichoderma lentiforme 11,52 65,88 102,26 78,78
Extrato de Pycnoporus sanguineus 11,62 123,08 68,32 715
Extrato pirolenhoso 14,62 77,26 93,92 88,18
AGROMOS® 15,4 44,62 105,84 141,58
Produto de fermentagdo microbiana 9,34 68,96 132,2 95,94
Bion® 21,94 78,96 131,62 136,96
Amistar Top® 12,8 55,7 104,82 124,68
Controle 13,66 100,98 137,66 113,58
Coeficiente de variacdo (%) - 28,78 16,36 18,77

Fonte: a autora.
Notas: ns: ndo significativo pelo teste de Tukey, a 5% de significancia. AT: antes dos tratamentos; DT: depois dos
tratamentos.

A auséncia de um padrdo de aumento da atividade de peroxidase em resposta aos
tratamentos, juntamente com a permanéncia do controle entre as maiores médias, indica que a

inducdo dessa enzima foi inconclusiva para as cultivares IPR-Curié e IPR-Uirapuru em ambos
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0s experimentos, com e sem inoculacdo do patdgeno. Esse resultado pode estar relacionado ao
fato de que a peroxidase integra o sistema primério de defesa vegetal, ativada em resposta a
estresses ou a presenca de patdgenos, independentemente de estimulos elicitores, o que dificulta
a distincao entre as respostas primarias e as associadas a resisténcia induzida (Van Loon; Rep;
Pieterse, 2006; Hammerschmidt, 1999).

Embora no presente estudo a atividade de peroxidase ndo tenha apresentado respostas
consistentes para os tratamentos e condicGes avaliadas, outros autores relatam aumento
significativo dessa enzima em plantas submetidas a aplicagdo de indutores de resisténcia. Aseel
et al. (2023) observaram que a aplicagdo foliar de Trichoderma viride Tvd44 em plantas de
batata (Solanum tuberosum L.) resultou em um aumento da atividade da peroxidase apos a
inoculacdo com Potato Virus Y (PVY). O isolado foi aplicado por pulverizacdo de suspenséao
de conidios na parte aérea das plantas, seguida da inoculacdo do virus. A atividade enzimatica
foi determinada cerca de duas semanas ap6s a inoculacdo do patégeno, quando ja era possivel
detectar a resposta bioquimica das plantas.

Em estudo que avaliou produtos alternativos no manejo do oidio (Podosphaera xanthii)
em meldo (Cucumis melo L.), 0 AGROMOS® promoveu aumento da atividade de peroxidase
em relacdo a testemunha, indicando a ativacdo de respostas de defesa nas plantas. O produto
foi aplicado via pulverizagdo de parte aérea e a atividade enzimética foi determinada cerca de
57 dias apo6s a inoculagdo do patégeno (Freires et al., 2022).

Stangarlin et al. (2012), avaliando a aplicacdo de extrato aquoso de P. sanguineus
aplicado exclusivamente no terceiro foliolo de plantas de feijdo, observaram inducdo da
atividade de peroxidase de forma sistémica. No terceiro foliolo, na concentracdo de 10%, o
extrato apresentou menor atividade enzimatica aos trés dias apds a inoculagcdo em comparagéo
a agua e ao fungicida, e valores inferiores ao ASM aos 5 e 7 dias. Por outro lado, na
concentracdo de 20%, houve aumento da atividade de peroxidase apds o quarto dia da
inoculacédo, se mantendo nas demais avaliagdes. O mesmo comportamento observado na folha
tratada também ocorreu na folha néo tratada, refor¢ando o efeito sistémico do extrato.

Estima-se, entdo, que a avaliagdo da atividade de peroxidase em periodos mais longos
apos a aplicagdo dos tratamentos poderia revelar diferencas ndo detectadas nas 72h avaliadas
no presente trabalho, uma vez que a inducdo dessa enzima pode apresentar resposta um pouco
mais tardia e dependente do tempo. E importante acrescentar que a induc&o de resisténcia pode
se manifestar também por outras vias bioquimicas, indicando que a avaliagdo conjunta de outras
enzimas relacionadas aos mecanismos de defesa vegetal seria necessaria para uma compreensao

mais abrangente do efeito dos tratamentos na inducéo de resisténcia.



94

3.3.1.2 Peroxidase em pléntulas de feijéo

Para a cultivar IPR-Curié, com inoculacdo, foi observada diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos (Tabela 3.6). Os maiores valores da atividade de peroxidase
foram registrados para os extratos fungicos de T. asperellum, T. endophyticum, T. lentiforme
e P. sanguineus, que ndo diferiram estatisticamente entre si e diferiram do controle, que

apresentou a menor media.

Na condicdo sem inoculacdo, ainda para a cultivar IPR-Curio (Tabela 3.6), também
foram observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos. O maior valor de atividade de
peroxidase foi verificado no tratamento com extrato de T. asperellum, que diferiu
estatisticamente do fungicida Amistar Top®. No entanto, os tratamentos ndo diferiram do
controle. Para a cultivar IPR-Uirapuru, com e sem inoculacdo, ndo foram observadas

diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos.

TABELA 36— Acumulo de peroxidase, expresso em unidades de absorbancia por grama de peso fresco (ABS
gl.pf), em plantulas de feijao (Phaseolus vulgaris) provenientes de sementes tratadas, das
cultivares IPR-Curié e IPR-Uirapuru, com e sem inoculagdo de Pseudocercospora griseola.
Ponta Grossa — PR, 2024.

IPR-Curid IPR-Uirapuru
Tratamentos Com Sem Com Sem

inoculagdo  inoculacdo  inoculacdo  inoculacdo
Extrato de Trichoderma asperellum 136,64a’ 128,58a 136,02ns 108,54ns
Extrato de Trichoderma endophyticum 136,68a 82,62ab 112,22 84,18
Extrato de Trichoderma lentiforme 124,24a 80,08ab 107,46 139,44
Extrato de Pycnoporus sanguineus 129,52a 58,46ab 106,80 110,92
Extrato pirolenhoso 73,74c 64,18ab 135,08 94,42
AGROMOS® 62,68c 56,16ab 134,20 91,20
Produto de fermentagdo microbiana 66,58c 57,68ab 113,12 83,78
Bion® 77,44bc 84,26ab 122,56 118,58
Amistar Top® 114,94ab 45,72b 109,22 112,52
Controle 57,04c 87,02ab 119,78 127,68
Coeficiente de variagdo (%) 17,29 20,70 22,97 17,36

Fonte: a autora.
Notas: Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey,
5% de significancia; ns: ndo significativo.

De forma geral, os resultados do presente estudo demonstram que o tratamento de
sementes com Trichoderma foi capaz de influenciar a atividade de peroxidase em plantulas
de feijdo da cultivar IPR-Curio, na presenca do patdgeno. Resultados semelhantes puderam
ser observados no estudo de Zhang; Xu; Gan (2019), no qual sementes de trigo (Triticum
aestivum L.) foram tratadas com Trichoderma longibrachiatum. Esse fungo foi capaz de
aumentar a atividade de peroxidases, indicando que a inoculagdo via sementes com essa
espeécie pode ativar o sistema antioxidante das plantas.

Em estudo sobre tratamento de sementes de soja (Glycine max (L.) Merr) com
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diferentes isolados de Trichoderma, a inoculacdo pré-semeadura influenciou germinacéo,
crescimento radicular e teores de fendlicos e flavonoides, mas a atividade de peroxidase nas
plantulas ndo mostrou diferencas significativas em relacdo ao controle em nenhuma das
combinacges de isolados testadas, sugerindo resposta enzimatica minima com esse tipo de
aplicacdo (Yusnawan; Inayati; Baliadi, 2019).

Dessa forma, estima-se que a inoculacdo de sementes com indutores de resisténcia
pode gerar respostas bastante variaveis, com efeitos positivos, ou até mesmo ausentes. Essa
variacdo pode ser atribuida, entre outros fatores, a espécie de planta, a cultivar, ao

microrganismo ou produto utilizado e as condi¢des de conducao do experimento.

3.3.2 Polifenoloxidase

3.3.2.1 Polifenoloxidase em plantas de feijdo

Para a atividade de polifenoloxidase em plantas da cultivar IPR-Curi6, no experimento
com inoculacdo de P. griseola (Tabela 3.7), nas avali¢des de 24 horas ap6s a aplicacdo dos
tratamentos (24h DT) e 24 horas apds a inoculacdo (24h DI), ndo foram observadas diferencas

estatisticas significativas entre os tratamentos.

TABELA 37 —Actmulo de polifenoloxidase, expresso em unidades de absorbancia por grama de peso fresco
(AABS gl.pf), em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris) da cultivar IPR-Curi6 apés a aplicagdo
dos tratamentos e inoculacdo do fungo Pseudocercospora griseola, em cultivo protegido. Ponta
Grossa — PR, 2025.

Tratamentos 24h AT 24h DT 24h DI 48h DI 72h DI
Extrato de Trichoderma asperellum 1,06 0,78ns 0,48ns 0,20c! 1,74a
Extrato de Trichoderma endophyticum 0,76 0,70 1,18 0,62hbc 1,04abc
Extrato de Trichoderma lentiforme 0,62 0,54 1,02 0,82bc 1,06abc
Extrato de Pycnoporus sanguineus 0,64 0,72 0,62 1,04ab 0,78abc
Extrato pirolenhoso 0,56 0,72 0,90 1,20ab 0,80bc
AGROMOS® 0,34 0,94 1,44 2,00a 1,40ab
Produto de fermentagdo microbiana 0,36 0,96 1,44 1,50ab 0,78bc
Bion® 0,54 0,82 0,72 1,12ab 1,24abc
Amistar Top® 0,38 0,64 1,02 0,90ab 0,56¢
Controle 0,50 0,68 0,82 1,36ab 1,08abc
Coeficiente de variagéo (%) - 20,37 31,04 19,41 17,92

Fonte: a autora.

Notas: Médias sequidas da mesma letra na coluna, ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5%
de significancia; ns: ndo significativo. AT: antes dos tratamentos; DT: depois dos tratamentos; DI: depois da
inoculacéo.

Dados originais, para analise foram transformados em /(x + 0,01).

Na avaliacdo realizada em 48 horas ap6s a inoculacdo (48h DI) (Tabela 3.7), por sua
vez, 0 AGROMOS® apresentou o maior valor médio de atividade de polifenoloxidase, diferindo

estatisticamente dos tratamentos com extratos de T. asperellum, T. endophyticum e T.
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lentiforme. Os demais tratamentos, incluindo o controle, apresentaram valores intermediarios,
ndo diferindo estatisticamente do grupo de médias superior nem do inferior.

Em 72 horas ap6s a inoculacdo (72h DI) (Tabela 3.7), também foram observadas
diferencas estatisticas entre os tratamentos. O maior acumulo de peroxidase se deu no
tratamento com T. asperellum, porém este ndo diferiu estatisticamente do controle.

Para a cultivar IPR-Uirapuru (Tabela 3.8), a avaliacdo realizada 24 horas ap0s a
aplicacdo dos tratamentos (24h DT), foi a Unica a apresentar diferencas estatisticas entre 0s
tratamentos. No entanto, o controle apresentou um dos maiores valores médios de atividade de
polifenoloxidase. De forma geral, os resultados indicam que a atividade de polifenoloxidase
nas cultivares IPR-Curi6 e IPR-Uirapuru apresentou baixas respostas aos tratamentos.

TABELA 38— Acumulo de polifenoloxidase, expresso em unidades de absorbancia por grama de peso fresco
(AABS gt.pf), em plantas de feijao (Phaseolus vulgaris) da cultivar IPR-Uirapuru apés a
aplicacdo dos tratamentos e inoculagdo do fungo Pseudocercospora griseola, em cultivo protegido.
Ponta Grossa — PR, 2025.

Tratamentos 24h AT 24h DT 24h DI 48h DI 72h DI
Extrato de Trichoderma asperellum 1,28 1,04abc? 1,22ns 0,92ns 1,36ns
Extrato de Trichoderma endophyticum 1,32 1,44ab 1,26 1,56 1,38
Extrato de Trichoderma lentiforme 1,82 1,58a 1,08 0,82 2,12
Extrato de Pycnoporus sanguineus 0,96 1,08abc 0,60 0,64 1,00
Extrato pirolenhoso 0,76 0,60c 0,60 1,38 1,00
AGROMOS® 0,74 0,68bc 0,54 1,34 0,94
Produto de fermentagdo microbiana 0,86 1,72a 0,56 0,96 0,84
Bion® 0,64 1,42ab 0,62 1,18 0,92
Amistar Top® 0,86 1,44ab 0,90 1,54 1,36
Controle 1,16 1,72a 0,74 1,38 1,14
Coeficiente de variacdo (%) - 15,52 21,78 25,19 21,51

Fonte: a autora.
Notas: ‘Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia; ns: ndo significativo. AT: antes dos tratamentos; DT: depois dos tratamentos; DI: depois da inoculacéo.

Dados originais, para analise foram transformados em /(x + 0,01).

Para as cultivares IPR-Curi6 (Tabela 3.9) e IPR-Uirapuru (Tabela 3.10), no experimento
conduzido sem inoculacdo do patdgeno, ndo foram observadas diferencas estatisticas
significativas entre os tratamentos em nenhuma coleta realizada, demonstrando que o0s
tratamentos ndo foram eficientes na ativacdo da polifenoloxidase.

Surekha et al. (2014), no entanto, observaram que o tratamento com Trichoderma viride
em feijdo-mungo (Vigna mungo (L.) Hepper)) infectado por Fusarium oxysporum e Alternaria
alternata resultou em aumento da atividade de polifenoloxidase. O incremento de PPO ocorreu
em conjunto com outras enzimas de defesa e maior acumulo de compostos fendlicos, reforgando

o0 papel do Trichoderma na inducgéo de respostas metabdlicas associadas a resisténcia vegetal.
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TABELA 39— Acumulo de polifenoloxidase, expresso em unidades de absorbancia por grama de peso fresco
(AABS g.pf), em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris) da cultivar IPR-Curié ap6s a aplicagéo
dos tratamentos em cultivo protegido. Ponta Grossa — PR, 2025.

Tratamentos 24h AT 24h DT 48h DT 72h DT
Extrato de Trichoderma asperellum 1,38 0,52ns 1,22ns 0,88ns
Extrato de Trichoderma endophyticum 0,86 0,66 1,62 1,06
Extrato de Trichoderma lentiforme 1,44 0,94 0,80 1,22
Extrato de Pycnoporus sanguineus 1,34 1,08 1,22 0,84
Extrato pirolenhoso 1,02 0,68 1,14 0,96
AGROMOS® 1,46 1,04 1,54 0,62
Produto de fermentacdo microbiana 1,92 1,48 1,20 1,16
Bion® 1,56 1,26 0,90 1,44
Amistar Top® 0,62 0,94 1,62 1,24
Controle 0,52 1,28 1,86 1,80
Coeficiente de variacdo (%) - 21,67 25,31 22,42

Fonte: a autora.
Notas: ns: ndo significativo. AT: antes dos tratamentos; DT: depois dos tratamentos. Dados originais, para analise

foram transformados em / (x + 0,1).

TABELA 310— Acumulo de polifenoloxidase, expresso em unidades de absorbancia por grama de peso fresco
(AABS glpf), em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris) da cultivar IPR-Uirapuru apds a
aplicacdo dos tratamentos em cultivo protegido. Ponta Grossa — PR, 2025.

Tratamentos 24h AT 24h DT 48h DT 72h DT
Extrato de Trichoderma asperellum 0,92 1,36ns 1,44ns 1,30ns
Extrato de Trichoderma endophyticum 0,62 1,56 1,82 1,06
Extrato de Trichoderma lentiforme 1,30 1,04 1,48 1,58
Extrato de Pycnoporus sanguineus 1,36 1,88 1,72 1,06
Extrato pirolenhoso 1,28 1,46 1,36 1,44
AGROMOS® 1,46 1,68 1,70 1,82
Produto de fermentagdo microbiana 0,92 1,42 2,28 1,74
Bion® 1,42 1,48 1,78 1,06
Amistar Top® 0,88 1,72 1,98 1,32
Controle 1,32 1,42 1,88 1,40
Coeficiente de variacdo (%) - 16,26 17,13 25,33

Fonte: a autora.
Notas: ns: ndo significativo pelo teste de Tukey, a 5% de significancia. AT: antes dos tratamentos; DT: depois dos

tratamentos. Dados originais, para analise foram transformados em / (x + 0,1).

A polifenoloxidase € uma enzima amplamente distribuida em plantas, fazendo parte da
oxidacdo de fenois e na ativacdo de respostas de defesa. Sua atividade varia entre tecidos,
estadios de desenvolvimento e tipos de estimulo, o que explica respostas enzimaticas distintas
em diferentes estudos. Por essa razdo, a avaliacdo da polifenoloxidase pode exigir coletas em
diferentes fases de desenvolvimento para mensurar mudangas na expressdo dessa enzima
(Mayer, 2006; Zhang, 2023).

3.3.2.2 Polifenoloxidase em plantulas de feijao

Para a cultivar IPR-Curio e IPR-Uirapuru, no experimento de tratamento de sementes e
posterior inoculacdo, observaram-se diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos
(Tabela 3.11). Ja no experimento sem a inoculacdo do patdgeno, ndo houve diferenca entres os

tratamentos da cultivar IPR-Uirapuru, diferenciando-se somente os tratamentos da cultivar IPR-
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Curid. No entanto, observou-se que mais uma vez o tratamento controle esteve presente entre

as maiores médias.

TABELA 311- Acumulo de polifenoloxidase, expresso em unidades de absorbancia por grama de peso fresco
(AABS g.pf), em plantulas de feijao (Phaseolus vulgaris) provenientes de sementes tratadas,
das cultivares IPR-Curid e IPR-Uirapuru. Ponta Grossa — PR, 2025.

IPR-Curié IPR-Uirapuru
Tratamentos Com Sem Com Sem
inoculacdo  inoculacdo  inoculacdo  inoculacdo

Extrato de Trichoderma asperellum 1,36ns 1,30ab! 2,08ns 1,14ns
Extrato de Trichoderma endophyticum 0,76 0,68ab 1,60 1,18
Extrato de Trichoderma lentiforme 1,34 0,70ab 1,44 0,88
Extrato de Pycnoporus sanguineus 1,16 0,48b 1,94 0,94
Extrato pirolenhoso 1,06 0,92ab 1,22 1,46
AGROMOS® 1,02 0,64ab 1,32 1,46
Produto de fermentagdo microbiana 0,80 0,48b 0,98 1,44
Bion® 1,26 1,46a 1,76 0,78
Amistar Top® 0,62 0,60ab 0,82 1,06
Controle 1,22 0,62ab 1,44 0,76
Coeficiente de variacdo (%) 19,96 19,93 19,91 25,85

Fonte: a autora.

Notas: *Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5%
de significancia; ns: ndo significativo.

Dados originais, para analise os dados foram transformados em +/(x + 0,1).

Os resultados indicam que a polifenoloxidase em plantulas ndo atuou como marcador
efetivo da inducdo de resisténcia para a presente pesquisa. Em soja, no entanto, o tratamento de
sementes com Trichoderma harzianum e T. viride, isolados ou em combinag&o, resultou em
aumento da atividade de polifenoloxidase nas folhas. As avaliagdes foram realizadas aos 14, 28
e 42 dias ap06s a semeadura, com pico de polifenoloxidase aos 28 dias (Intisar; Igbal; Sahi,
2021).

Em estudo com ervilha (Pisum sativum L.) afetada por murcha vascular (Fusarium
oxysporum f. sp. pisi), a atividade de polifenoloxidase variou entre cultivares e tratamentos,
sendo maior na cultivar French do que na Holland. O tratamento com T. harzianum promoveu
0s maiores valores de polifenoloxidase, diferindo dos demais tratamentos (Al-Mallah; Al-
Ameri, 2024).

Os resultados indicam que a resposta da polifenoloxidase depende tanto dos tratamentos
e agentes indutores quanto dos genotipos. De modo geral, a atividade de polifenoloxidase
apresenta alta variacdo, também influenciada pelo estadio de desenvolvimento no momento da
coleta, 0 que sugere que os tratamentos devem ser acompanhados por periodos mais longos

para permitir a observacéo de possivel expressdo enzimatica mais tardia.
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3.3.3 Fitoalexina Faseolina

Para ambas as cultivares, IPR-Curio e IPR-Uirapuru, com inoculacdo do patégeno, nao
foram observadas diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos avaliados para
inducdo de fitoalexina faseolina em hipocotilos de feijao (Tabela 3.12).

Sem inoculacdo do patdgeno, para a cultivar IPR-Curid, também ndo foram observadas
diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos (Tabela 3.12). Para a cultivar IPR-
Uirapuru, por sua vez, foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos. O
extrato de T. lentiforme apresentou o maior valor médio de faseolina, diferindo estatisticamente
do Bion®. No entanto, os tratamentos indutores utilizados ndo diferiram do controle.

De forma geral, os resultados indicam que o acumulo de fitoalexina faseolina em
hipocétilos de feijdo ndo foi influenciado pelos tratamentos. Peiter-Beninca et al. (2008),
avaliando a aplicacdo de extratos de basidiocarpos de P. sanguineus em sorgo e soja,
observaram que os tratamentos foram capazes de induzir o acimulo de fitoalexinas nos
mesocotilos de sorgo. Para soja, no entanto, semelhante a presente pesquisa, P. sanguineus nao

teve atividade indutora de fitoalexina nos cotilédones de soja tratados.

TABELA 3.12—-Acumulo de fitoalexina faseolina, expresso em unidades de absorbancia por grama de peso
fresco (ABS g.pf), em hipocoétilos de feijio (Phaseolus vulgaris) provenientes de sementes
tratadas, das cultivares IPR-Curid e IPR-Uirapuru. Ponta Grossa — PR, 2025.

IPR-Curid IPR-Uirapuru
Tratamentos Com Sem Com Sem
inoculagdo  inoculacdo  inoculacdo  inoculacdo

Extrato de Trichoderma asperellum 1,04ns 1,37ns 1,76ns 1,48ab!
Extrato de Trichoderma endophyticum 1,12 2,08 1,38 1,21ab
Extrato de Trichoderma lentiforme 1,11 1,68 1,51 2,48a
Extrato de Pycnoporus sanguineus 1,07 1,79 1,84 1,95ab
Extrato pirolenhoso 1,03 2,05 1,40 1,48ab
AGROMOS® 1,29 1,84 1,92 1,12ab
Produto de fermentagdo microbiana 1,38 2,19 1,88 1,01ab
Bion® 1,28 2,24 1,58 0,98b
Amistar Top® 1,30 1,45 1,70 1,34ab
Controle 0,87 1,76 1,18 1,39%ab
Coeficiente de variacéo (%) 14,27 16,98 12,89 15,78

Fonte: a autora.

Notas: Médias sequidas da mesma letra na coluna, ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5%
de significancia; ns: ndo significativo.

Dados originais, para analise foram transformados em /(x + 0,5).

Em pesquisa avaliando a indug&o de fitoalexinas por suspensées de fungos endofiticos
em sorgo, soja e feijdo, Pittner et al. (2018), por sua vez, observaram que diferentes isolados
foram capazes de estimular o acimulo desses metabolitos nos tecidos vegetais. Os tratamentos
consistiram na aplicacdo de suspensfes fungicas diretamente em mesocétilos de sorgo,

cotilédones de soja e hipocétilos de feijdo, com posterior quantificacdo das fitoalexinas. No
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feijdo, os tratamentos com suspensdes de fungos endofiticos induziram acumulo de faseolina,
com valores até 50% superiores ao controle nos tratamentos mais eficientes.

A auséncia de inducdo de faseolina pelos tratamentos pode estar associada a elevada
especificidade dessa fitoalexina, que depende do tipo de elicitor e da intensidade do estimulo
aplicado ao tecido para expressar. Dessa forma, pesquisas futuras podem ser conduzidas com
diferentes concentracGes dos produtos e com a inclusdo de outros genotipos, a fim de ampliar

a avaliacéo da efetividade dos tratamentos e verificar a expressao de fitoalexina faseolina.

3.4 CONCLUSOES

Os produtos alternativos aplicados via foliar ndo foram eficientes na inducdo de
peroxidase e polifenoloxidase plantas de feijao.

O tratamento de sementes com Trichoderma spp. apresentou efeito sobre a atividade da
peroxidase em plantulas da cultivar IPR-Curié na presenca do patdgeno, demonstrando
potencial de resposta a depender do gen6tipo e da forma de aplicacéo.

De modo geral, a atividade de peroxidase, polifenoloxidase e a producdo da fitoalexina
faseolina ndo foram significativamente influenciadas pelos tratamentos, pela inoculacdo do
patdgeno ou pelo método de aplicacdo. Assim, sugere-se que estudos futuros avaliem diferentes
enzimas, estagios fenoldgicos, gendtipos e concentragbes dos produtos, a fim de melhor avaliar

a efetividade dos tratamentos testados.
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CAPITULO 4 - PERFIL METABOLICO DE PLANTULAS DE FEIJAO (Phaseolus
vulgaris) SUBMETIDAS AO TRATAMENTO DE SEMENTES COM PRODUTOS
ALTERNATIVOS

RESUMO

O feijdo (Phaseolus vulgaris L.) é uma cultura de relevancia socioeconémica no Brasil, cuja
produtividade pode ser comprometida por doencas, como a mancha angular (Pseudocercospora
griseola (Sacc.) Crous & U. Braun). Com a necessidade de estratégias de manejo de doencas
mais sustentaveis, a inducdo de resisténcia por meio de produtos alternativos, aplicada via
tratamento de sementes, destaca-se por possibilitar a ativacéo precoce de mecanismos de defesa
vegetal. O trabalho teve como objetivo avaliar alteragdes metabdlicas em plantulas de feijdo
submetidas ao tratamento de sementes com diferentes produtos alternativos e indutores de
resisténcia, por meio da caracterizacao fitoquimica utilizando cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS). As anélises foram conduzidas em plantulas derivadas de
sementes tratadas de duas cultivares de feijao, IPR-Curi6 e IPR-Uirapuru, com os tratamentos:
extratos de Trichoderma asperellum, Trichoderma endophyticum, Trichoderma lentiforme e
Pycnoporus sanguineus, extrato pirolenhoso, AGROMOS®, produto de fermentacio
microbiana, indutor de resisténcia Bion®, fungicida azoxistrobina + ciproconazol (AMISTAR
TOP®) e a testemunha (4gua destilada e esterilizada). Foram identificadas diferentes classes de
compostos, como: acidos graxos saturados e insaturados, lipidios, esterdis, terpenoides,
aminoéacidos e carboidratos. Os resultados indicaram respostas metabdlicas distintas entre as
cultivares, com maior sensibilidade da cultivar IPR-Uirapuru as varia¢es induzidas pelos
tratamentos, especialmente em relacdo aos acidos graxos insaturados e ao indice de insaturacédo
lipidica. Enquanto os acidos graxos saturados apresentaram perfil mais estavel, os insaturados
demonstraram maior amplitude de resposta, sugerindo ajustes na composicao lipidica das
plantulas. Analises descritivas demonstram diferentes concentracdes de esterdis, terpenoides e
aminoacidos totais entre os tratamentos. De forma geral, os resultados demonstram que o
tratamento de sementes com produtos alternativos promoveu ajustes metabolicos em plantulas
de feijdo, compativeis com a ativacdo de mecanismos associados a inducao de resisténcia.

Palavras-chave: inducdo de resisténcia; GC-MS; metabolismo vegetal, Pycnoporus
sanguineus; Trichoderma spp.
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CHAPTER 4 - METABOLIC PROFILE OF COMMON BEAN SEEDLINGS
(Phaseolus vulgaris L.) SUBJECTED TO SEED TREATMENT WITH ALTERNATIVE
PRODUCTS

ABSTRACT

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is a crop of high socioeconomic relevance in Brazil,
whose productivity can be compromised by diseases such as angular leaf spot, caused by
Pseudocercospora griseola. Given the need for more sustainable disease management
strategies, resistance induction through alternative products applied via seed treatment has
emerged as a promising approach, as it enables the early activation of plant defense
mechanisms. This study aimed to evaluate metabolic changes in bean seedlings subjected to
seed treatment with different alternative products and resistance inducers through
phytochemical characterization using gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC—
MS). The analyses were performed on seedlings derived from treated seeds of two bean
cultivars, IPR Curié and IPR Uirapuru, using the following treatments: extracts of Trichoderma
asperellum, Trichoderma endophyticum, Trichoderma lentiforme and Pycnoporus sanguineus,
pyroligneous extract, AGROMOS®, a microbial fermentation product, the resistance inducer
Bion®, the fungicide azoxystrobin + cyproconazole (AMISTAR TOP®), and a control treatment
(distilled and sterilized water). Different classes of compounds were identified, including
saturated and unsaturated fatty acids, lipids, sterols, terpenoids, amino acids, and carbohydrates.
The results indicated distinct metabolic responses between the cultivars, with greater sensitivity
of the cultivar IPR Uirapuru to treatment-induced variations, especially regarding unsaturated
fatty acids and the lipid unsaturation index. While saturated fatty acids exhibited a more stable
profile, unsaturated fatty acids showed a wider range of responses, suggesting adjustments in
the lipid composition of the seedlings. Descriptive analyses showed different concentrations of
sterols, terpenoids, and total amino acids among treatments. Overall, the results demonstrate
that seed treatment with alternative products promoted metabolic adjustments in common bean
seedlings, consistent with the activation of mechanisms associated with resistance induction.

Keywords: resistance induction; GC-MS; plant metabolism; Pycnoporus sanguineus;
Trichoderma spp.

4.1 INTRODUCAO

O feijdo (Phaseolus vulgaris L.) € uma cultura de relevancia socioecondémica no Brasil,
destacando-se como fonte essencial de proteinas e carboidratos na dieta da populacao brasileira
(Ferreira, 2023). Com grande adaptabilidade edafoclimética e agrondmica, tem presenca em
diversos sistemas de cultivo em ambito nacional. No entanto, a produtividade da cultura
enfrenta desafios relacionados a fatores abioticos e bidticos, sendo as doencas fangicas, como
a mancha angular (Pseudocercospora griseola), um dos principais problemas de ordem
fitopatologica (Garcia; Romeiro, 2011).

A mancha angular pode ocasionar danos expressivos no rendimento da cultura do

feijdo, sobretudo quando associada a condigdes ambientais favoraveis e a utilizagdo de
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cultivares suscetiveis. Tradicionalmente, 0 manejo da doenca tem sido baseado no uso de
fungicidas quimicos, estratégia que, embora eficiente a curto prazo, levanta preocupactes
relacionadas a selecdo de populacGes resistentes do patdgeno, a fitotoxicidade e aos impactos
ambientais decorrentes do uso recorrente e inadequado desses produtos (Casado et al., 2018).

Nesse contexto, a inducdo de resisténcia surge como uma alternativa ao manejo de
doencas na cultura do feijdo. Este processo envolve a ativagao das defesas naturais das plantas,
mediada pelo uso de substancias exdgenas, denominadas elicitores. Esses elicitores podem ser
de origem bidtica ou abidtica e atuam modulando vias metabdlicas relacionadas a defesa, sem
exercer pressao seletiva direta sobre o patégeno (Diaz-Valle, Lopez-Calleja, Alvarez-Venegaz,
2019).

A inducdo de resisténcia esta associada a um conjunto de alteracdes bioquimicas e
fisioldgicas, que incluem o aumento da atividade de enzimas relacionadas a defesa, 0 acumulo
de compostos fendlicos e o rearranjo de metabdlitos do metabolismo primério e secundario das
plantas. Tais respostas contribuem para a formagdo de um estado de preparo fisiolégico,
conhecido como priming, no qual a planta se encontra metabolicamente ajustada para responder
de forma mais rapida e eficiente a infeccdo por patogenos (Chalker-Scott, Fuchigami, 2018;
Kulbat, 2016).

Diversos produtos tém sido investigados como potenciais indutores de resisténcia em
plantas, incluindo metabdlitos de fungos, produtos de fermentacdo microbiana, compostos
organicos de origem vegetal e substancias minerais (Machado et al., 2022; Secretaria et al.,
2025; Van Hee et al., 2025). Entre as diferentes formas de aplicacdo desses produtos, o
tratamento de sementes destaca-se como uma estratégia eficiente e agronomicamente vantajosa,
uma vez que permite a exposic¢éo precoce da planta aos elicitores, ainda nas fases iniciais de
germinacdo e emergéncia, momento em que ajustes metabolicos podem exercer influéncia
duradoura sobre o desenvolvimento e a resposta a estresses bidticos (Bhavanam; Stout, 2021;
Paulikiené et al., 2025).

Extratos fangicos derivados de espécies dos géneros Trichoderma e Pycnoporus, sao
amplamente reconhecidos por sua capacidade de ativar respostas de defesa vegetal (Risoli et
al., 2022; Taibi et al., 2022). De forma semelhante, produtos como o extrato pirolenhoso e
fertilizantes a base de mananoligossacarideos tém sido associados a ativacdo de respostas
metabdlicas relacionadas a resisténcia sistémica adquirida (Zhou et al., 2024a).

Quando aplicados via tratamento de sementes, os indutores de resisténcia podem
desencadear respostas defensivas precoces, promovendo ajustes metabolicos ja nas fases

iniciais do desenvolvimento das plantulas. A ativacdo dessas respostas defensivas esté ligada a
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modificagdes no metabolismo vegetal, que desencadeiam altera¢fes quantitativas e qualitativas
de diferentes classes de compostos (Singh et al., 2020). Entre os metabolitos frequentemente
associados a defesa destacam-se os acidos graxos, os lipidios complexos, os esterdis, 0s
terpenoides e determinados aminoacidos (Chowdhary; Tank, 2023).

Acidos graxos saturados e insaturados participam da organizacdo e da fluidez das
membranas celulares, influenciando processos de sinalizacdo e a integridade estrutural das
células. Em particular, variacbes na proporcao entre acidos graxos insaturados e saturados tém
sido relacionadas a adaptacdo das plantas a condi¢des de estresse e a ativacdo de respostas de
defesa (Kachroo; Kachroo, 2009; Xiao et al., 2022).

Os lipidios fazem parte da mobilizacdo de reservas durante as fases iniciais do
desenvolvimento das plantas, além de participarem indiretamente de rotas de sinalizacao
associadas a defesa. O glicerol e seus intermediarios metabdlicos, por sua vez, tém sido
descritos como componentes relevantes em vias relacionadas a resisténcia sistémica adquirida,
reforcando a importancia da avaliacdo desses compostos em estudos que investigam a indugédo
de resisténcia (Kim, 2020; Liang et al., 2023).

Os esterodis vegetais, como campesterol, estigmasterol e B-sitosterol, fazem parte de
componentes estruturais das membranas celulares e atuam na sua permeabilidade. Algumas
alteracOes no perfil destes esterodis sdo, por vezes, associadas a processos de reorganizacao de
membranas por conta da ativacdo de mecanismos de defesa durante infeccdes por patdgenos
(Griebel; Zeier, 2010; Valitova; Sulkarnayeva; Minibayeva, 2016). De forma complementar,
os terpenoides representam uma das classes mais diversas de metabdlitos secundarios em
plantas, incluindo compostos com funcbes antioxidantes, estruturais e sinalizadoras,
frequentemente relacionados a protecéo contra estresses bidticos e abidticos (Thimmappa et al.,
2014).

Os aminoacidos, embora tradicionalmente associados ao metabolismo primario,
também desempenham funcdes estratégicas em respostas de defesa vegetal. Além de atuarem
como precursores de metabolitos secundarios, alguns aminodcidos estdo diretamente
envolvidos em processos de sinalizacdo e no ajuste metabdlico que caracteriza o estado de
priming (Cai; Aharoni, 2022; Decsi et al., 2024).

Para avaliar as mudancas metabolicas induzidas por elicitores de inducdo de
resisténcia, pode-se fazer uso de analises cromatograficas. Técnicas como cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GCMS) oferecem alta sensibilidade e especificidade na
identificacdo e quantificacdo de compostos organicos, incluindo metabolitos secundarios. Essas

metodologias permitem a detec¢cdo de compostos em concentragcfes minimas, fornecendo



109

informacdes detalhadas sobre alteraces no perfil quimico das plantas e sua relacdo com os

mecanismos de defesa (Aldana-Mejia et al., 2021; Stoenescu, Trandafir, Cosmulescu, 2022).
Com este contexto, o presente estudo teve como objetivo analisar o efeito de diferentes

indutores de resisténcia em plantas de feijdo, com foco na identificacdo de compostos

provenientes de alteragcdes metabolicas relacionadas a defesa vegetal.

4.2 MATERIAL E METODOS

As metodologias descritas a seguir foram parte realizadas em condicGes laboratoriais
e de casa de vegetacdo na Universidade Estadual de Ponta Grossa (25°5'22" S; 50°6'9" W). Os
materiais obtidos foram entéo encaminhados para a Universidade de Aveiro (Aveiro-Portugal
(40°37'46"N 8°39'22"W) para a continuacdo dos experimentos nos Departamentos de Biologia

e Quimica.

4.2.1 Andlise de Compostos de Plantas de Feijao

Com o objetivo de comprovar a inducao de resisténcia proporcionada pelos produtos,
foram realizadas analises cromatograficas dos compostos produzidos pelas plantas tratadas.
Para tanto, nas dependéncias da Universidade Estadual de Ponta Grossa, em um montante de
50 sementes, foram aplicados 10 mL de calda contendo o respectivo tratamento (Tabela 4.1)
dissolvido em &gua, exceto na testemunha, na qual foi aplicada apenas dgua destilada.

TABELA 4.1- Tratamentos e suas respectivas concentragdes, utilizados em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris)
submetidas a cromatografia gasosa. Ponta Grossa/PR, 2025.

Tratamento Concentragédo
Extrato de Trichoderma asperellum 25% viv
Extrato de Trichoderma endophyticum 25% viv
Extrato de Trichoderma lentiforme 25% viv
Extrato de Pycnoporus sanguineus 25% viv
Extrato pirolenhoso! 5mLL?
AGROMOS®? 3mLL?
Produto de fermentagdo microbiana 25mLL?
Bion®3 0,125¢gL?
AMISTAR TOP®* 0,625 mL L*

Agua destilada e esterilizada (Controle negativo) -
Fonte: a autora.
Notas: Volume de aplicacdo considerado: 200 L ha. *EPB Brasil (2022); 2ALLTECH (2012) *ADAPAR (2022);
“ADAPAR (2021).

As sementes de feijdo das cultivares IPR-Curi6 e IPR-Uirapuru tratadas foram

semeadas em bandejas contendo substrato e mantidas em casa de vegetacdo para germinagéo e
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emergéncia. Houve o desbaste de plantulas excedentes aos cinco dias ap6s a emergéncia,
permanecendo as mais vigorosas e sem sinais de danos.

As coletas das plantulas foram realizadas aos 7 dias apos a emergéncia. As plantulas
foram destacadas, acondicionadas em embalagem de papel, identificadas e submetidas a
secagem em estufa com circulagéo de ar forgada a 40°C por 96 horas. Apos a secagem, as folhas
foram parcialmente moidas e acondicionadas em embalagens plésticas lacradas para envio a
Universidade de Aveiro.

O experimento teve delineamento em blocos casualizados, com 10 tratamentos e 3
repeticGes. Cada tratamento consistiu em um grupo de 20 plantulas, enquanto cada réplica foi
estabelecida ap6s o preparo dos extratos para as analises cromatograficas em GCMS (Item
4.2.1.1).

4.2.1.1 Preparo dos extratos para analises cromatogréaficas

Assim que recebidas em Portugal, as amostras foram encaminhadas ao Departamento
de Quimica e moidas até obter um po6 fino, com auxilio de um moedor elétrico doméstico (Kunft
KCG5414). Apds a moagem, realizou-se a pesagem de 2,5 g do p6 de plantas de cada tratamento
e sua transferéncia para erlenmeyers de vidro identificados, juntamente com uma cépsula de
agitacdo magnética.

Para a realizacdo das andlises cromatograficas, utilizaram-se os extratos obtidos a
partir do p6 de plantas moido. Na primeira fase de extracdo, utilizaram-se 40 mL de n-hexano,
adicionados em cada erlenmeyer contendo 0s 2,5 g de p6 de plantas e a capsula de agitacdo. Os
frascos foram entdo vedados com folha de aluminio e filme plastico (Parafilm) para evitar a
evaporacdo do solvente.

Os erlenmeyers foram em seguida distribuidos sobre uma placa de agitagdo magnética
regulada a 220 rpm (rotagdes por minuto) e cobertos com folha de aluminio, para evitar a
exposicdo a luz. Apds 24h, desligou-se a agitacdo e aguardaram-se 20 minutos para a
decantacdo da biomassa das plantas.

O sobrenadante obtido foi entdo filtrado em algoddo, transferido para um baldo de
vidro de fundo redondo, que em seguida foi acoplado a um evaporador rotativo. O frasco
manteve-se em banho de aquecimento a 40°C, em rotacédo, até a ebulicdo do solvente e sua
evaporacao para o sistema. Ap0s a evaporagdo, o extrato manteve-se armazenado no baldo
vedado com papel toalha, para completa secagem do solvente.

Nos erlenmeyers ja sem 0 solvente, acrescentaram-se 40 mL de n-hexano e em

sequéncia foram vedados novamente e colocados para agitacdo por mais 24h na placa
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magnética. Apds 24h, repetiu-se o processo de filtragem do sobrenadante e de evaporagdo e
acrescentaram-se mais 40 mL de n-hexano, para um terceiro ciclo de extracdo de mais 24h. Ao
fim do terceiro ciclo, os processos ja citados foram repetidos e a biomassa nos erlenmeyers foi
reservada ao abrigo da luz por 48h.

Ao fim dos trés ciclos de extragdo com n-hexano, os extratos obtidos apos a completa
secagem do solvente foram transferidos para porta-amostras de vidro, pesados e identificados.
Os frascos porta-amostras foram entdo mantidos no escuro até o uso dos extratos para a

preparacdo das analises de cromatografia gasosa (Item 2.1.2).

4.2.1.2 Andlise por cromatografia gasosa

Foi realizada a derivatizacdo por sililacdo das moléculas presentes nos extratos de
planta obtidos com a extragdo por n-hexano, de forma aumentar a sua volatilidade e melhorar
a sensibilidade da anélise por GCMS.

Para tanto, em um tubo de vidro com tampa de rosca, 3 réplicas de 10 mg do extrato
de cada tratamento, foram misturados com 125 pL de piridina, 125 pL de BSTFA, 25 puL de
TMSCI, 250 pL da solugdo padrio interna - Pl (hexatriacontane 1 mg mL™) e diclorometano
até completar o volume final de 1 mL. Os tubos contendo a mistura da rea¢do foram entdo
colocados em banho de aquecimento a 70°C por 30 min.

Apds a incubacdo da mistura pelo tempo pretendido, retiraram-se os tubos do banho e
dispuseram-nos em uma rack por 15 minutos para o arrefecimento. Posteriormente, a mistura
foi filtrada por um filtro de nylon de 0,45 um (Membrane Solutions®) e armazenada em vials
de vidro &mbar, com tampa.

Em seguida, as amostras foram injetadas no equipamento de Cromatografia Gasosa e
Espectometria de Massas — GCMS QP2010 Ultra Shimadzu® com coluna capilar SH-Rxi-5Sil
MS (comprimento 30,0m; diametro 0,25mm; espessura 0,2um). A temperatura utilizada
durante a injecdo da amostra foi ajustada para 320°C, enquanto a temperatura da linha de
transferéncia foi ajustada para 300°C.

As amostras foram injetadas com uma relacdo de divisdo de 1:10. O gas hélio foi
utilizado como gas transportador, tendo fluxo de 1,17 mL min’. Durante o processo de leitura,
a temperatura da coluna foi mantida a 90°C por 4 min e, em seguida, aumentada 16°C por
minuto até 180°C, seguida por um aumento de 6°C por minuto até 250°C, e 3°C por minuto até

300°C que foi mantida por 5 min, totalizando 42,96 min.
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O espectrometro de massas foi operado no modo de impacto eletronico (EI) com uma
energia de 0,1 kV e os dados foram coletados a uma taxa de uma varredura por segundo, no
intervalo de m/z 50-1000.

A identificacdo dos compostos das amostras foi realizada através da comparacéo entre
as visualizacOes obtidas e as entradas da biblioteca do banco de dados de espectros de massas
(NIST14 Mass spectral e WILEY RegistryTM of Mass Spectra Data).

4.2.2 Andlise Estatistica

Nas anélises por GCMS foi utilizado 0 método do padrdo interno para a quantificacéo
dos compostos identificados. Nesse, a area do pico de cada substancia presente em cada réplica
(trés réplicas por tratamento, cada uma analisada duas vezes, totalizando seis leituras) foi
correlacionada com a area do pico do padrdo interno, cuja concentragdo ¢ conhecida (250 pL
de PI — hexatriacontane 1 mg mL™).

Para a construcdo das curvas de calibracdo, foram preparadas solugdes padrédo
contendo concentracdes conhecidas dos compostos de interesse, as quais foi adicionado um
padrdo interno em concentracdo constante. A resposta analitica foi expressa pela razéo entre a
area do pico do composto e a area do pico do padrdo interno, em funcdo da concentracdo
conhecida do composto. As curvas de calibragdo foram ajustadas por regressdo linear e a
escolha dos padrGes e suas concentracfes foram determinadas de forma a garantir a
quantificacdo de pelo menos um representante de cada grupo quimico observado nas amostras.

Apo6s a determinacdo dos compostos obtidos em GCMS e suas respectivas
concentracdes, foram comparadas suas concentracOes entre os tratamentos, a fim de verificar a
influéncia dos mesmos na composicédo das plantulas. Todos os resultados encontrados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%

de significancia, com o software SASM-Agri (Canteri et al., 2001).

4.3 RESULTADOS

Foram realizadas duas injecdes por réplica de cada extrato de planta, obtendo-se seis
cromatogramas por tratamento analisado. Considerando-se os 10 tratamentos utilizados na
presente pesquisa (Tabela 4.3.2) e os dois grupos de plantas (IPR-Curio e IPR-Uirapuru com
tratamento de sementes), foram obtidos 120 cromatogramas como o exemplo demonstrado na

Figura 4.1.
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FIGURA 4.1 — Cromatograma da analise por GCMS (Cromatografia gasosa e espectrometria de massas). Aveiro
— Portugal, 2024.

(x10,000,000) Max Intensity : 24,835,763
IC

Time 42948 Scan¥ 22,770 Inten. 16,527,568 < Oven Temp300.00

Fonte: a autora.

Cada pico representa um composto observado no extrato em n-hexano de plantas ou
plantulas analisadas. VVarios compostos foram encontrados nas plantas e plantulas de feijéo IPR
Curié e IPR Uirapuru apés a aplicacao dos tratamentos via tratamento de sementes (Tabela 4.2).
Dentre estes, destacaram-se pelas maiores concentra¢fes: os acidos graxos alfa-linolénico
(alpha-Linolenic acid 1TMS), &cido palmitico (Palmitic Acid 1TMS) e &cido linoleadico
(Linoelaidic acid 1TMS); o esterol estigmasterol (Stigmasterol 1TMS); o alcool glicerol
(Glycerol 3TMS) e o agucar sucrose (Sucrose 8TMS). Em menores quantidades puderam ser
identificados outros acidos graxos, acidos carboxilicos, alcoois, agUcares, terpenoides,
aminoacidos, poliois, alcanos, esterdis e hidrocarbonetos.

TABELA 4.2 — Caracterizacao fitoquimica, por grupo quimico, de extratos de plantulas de feijdo (Phaseolus

vulgaris) das cultivares IPR-Curi6 e IPR-Uirapuru, utilizando cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GCMS). Aveiro — Portugal, 2024.

(continua)
Acidos organicos
Composto? Tempo de retengdo Subgrupo
2-Oxooctanoic acid 5.171 Acido oxocarboxilico alifatico
3-Oxobutanoic acid 5.791 Acido oxocarboxilico alifatico
3-Hydroxypropanoic acid 6.208 Acido hidroxicarboxilico alifatico
Propanedioic acid 7.034 Acido dicarboxilico alifatico
Butanedioic acid 8.330 Acido dicarboxilico alifatico
2,3-Dihydroxypropanoic acid 8.485 Acido hidroxicarboxilico alifatico
(E)-But-2-enedioic acid 8.708 Acido dicarboxilico insaturado alifatico
2,2-Dihydroxypropanedioic acid 9.646 Acido dicarboxilico hidroxilado
2-Hydroxybutanedioic acid 9.977 Acido hidroxidicarboxilico alifatico
L-threonic acid 10.610 Acido de aglcar
(2R,3R)-2,3-Dihydroxybutanedioic acid 11.381 Acido dicarboxilico hidroxilado

2-Hydroxypropane-1,2,3-tricarboxylic acid

(Citric acid) 13.419 Acido tricarboxilico
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TABELA 4.2 — Caracterizacdo fitoquimica, por grupo quimico, de extratos de plantulas de feijdo (Phaseolus
vulgaris) das cultivares IPR-Curi6 e IPR-Uirapuru, utilizando cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GCMS). Aveiro — Portugal, 2024.

(continuacdo)

Acidos organicos

Composto? Tempo de retengdo Subgrupo
(E)-But-2-enedioic acid 15.167 Acido dicarboxilico insaturado alifatico
Acidos graxos
Hexanoic acid 5.107 Acido graxo saturado
Hex-2-enoic acid 5.888 Acido graxo insaturado (monoinsaturado)
Decanoic acid 9.741 Acido graxo saturado
Dodecanoic acid 11.616 Acido graxo saturado
Tetradecanoic acid 13.846 Acido graxo saturado
Pentadecanoic acid 15.081 Acido graxo saturado
Oct-3-enoic acid 16.249 Acido graxo insaturado (monoinsaturado)
Hexadecanoic acid (Palmitic acid) 16.403 Acido graxo saturado
Heptadecanoic acid 17.695 Acido graxo saturado
(92)-Octadeca-9-enoic acid (Oleic acid) 18.596 Acido graxo monoinsaturado
(9_Z,1ZZ,%52)-Qctad-eca-9,12,15—tr|en0|c 18.692 Acido graxo poli-insaturado
acid (a-Linolenic acid)
Octadecanoic acid (Stearic acid) 19.024 Acido graxo saturado
(92,127)-Octadeca-9,12-dienoic acid 19.821 Acido graxo poli-insaturado
(52,82,117)-Eicosa-5,8,11-trienoic acid 20.588 Acido graxo poli-insaturado
(52,82,117,147)-Eicosa-5,8,11,14- 20.962 Acido graxo poli-insaturado
tetraenoic acid
Eicosanoic acid 21.621 Acido graxo saturado
Docosanoic acid 24.428 Acido graxo saturado
Tricosanoic acid 25.967 Acido graxo saturado
Tetracosanoic acid 27.594 Acido graxo saturado
Hexacosanoic acid 31.012 Acido graxo saturado
Triacontanoic acid 38.098 Acido graxo saturado
Alcanos
Octacosane 25.409 Hidrocarboneto alifatico saturado
Eicosane 28.706 Hidrocarboneto alifatico saturado
Tetracontane 32.209 Hidrocarboneto alifatico saturado
Eicosane 35.779 Hidrocarboneto alifatico saturado
Hexatriacontane (Padréo interno) 41.678 Hidrocarboneto alifatico saturado
Alcoois
Propane-1,2,3-triol 7.883 Poliol
Butane-1,2,3,4-tetrol 10.147 Polidl
Propane-1,2,3-triol (Glycerol) 10.873 Poliol
Hexatriacontan-1-ol 29.432 Alcool graxo
Octacosan-1-ol 32.926 Alcool graxo
Hexatriacontan-1-ol 36.442 Alcool graxo
Amidas
Urea 7.499 Amida simples
Aminodcidos
(5)-2-Amino-3-methylbutanoic acid (L- 5.361 Aminogcido alifatico
Valine)
(S)-2-Aminopropanoic acid (L-Alanine) 5.576 Aminodcido alifatico
(S)-2_—Am|no-4-methylpentan0|c acid (L- 6.398 Aminoacido alifatico
Leucine)
(25,38)-2-Am|no—3—methylpentan0|c acid 6.697 Aminoacido alifatico
(L-Isoleucine)
(8)-2-Amino-3-hydroxypropanoic acid (L- 7.694 Aminoécido hidroxilado

Serine)
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TABELA 4.2 — Caracterizacdo fitoquimica, por grupo quimico, de extratos de plantulas de feijdo (Phaseolus
vulgaris) das cultivares IPR-Curi6 e IPR-Uirapuru, utilizando cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GCMS). Aveiro — Portugal, 2024.

(continuacdo)

Aminoécidos

Composto* Tempo de retencéo Subgrupo
(28,3R)-2-Am|no-3-hydroxybutan0|c acid 8.116 Aminoacido hidroxilado
(L-Threonine)
2-Aminoacetic acid (Glycine) 8.258 Aminoécido alifatico
g?(—ﬁ-Ammobutanedlow acid (L-Aspartic 9.418 Aminoacido 4cido
3-Aminopropanoic acid (B-alanine) 9.468 Aminoacido ndo proteinogénico
4-Aminobutanoic acid (GABA) 10.403 Aminoacido ndo proteinogénico
2-Amino-3-phenylpropanoic acid (DL- 10.616 Aminoécido aromatico
Phenylalanine)
(S)-2-Amino-3-carbamoylpropanoic acid 11.040 Aminodcido alifatico

(L-Asparagine)

Carboidratos

2-Deoxyerythropentono-1,5-lactone 9.246 Lactona de agucar (aldonolactona)
Gulono-1,4-lactone 13.038 Lactona de acucar (&cido aldénico)
D-Psicofuranose 13.245 Monossacarideo (cetohexose, furanose)
D-Allofuranose 13.682 Monossacarideo (aldohexose, furanose)
D-Tagatofuranose 14.269 Monossacarideo (cetohexose, furanose)
a-D-Mannopyranose 14.339 Monossacarideo (aldohexose, piranose)
Mannono-1,4-lactone 14.388 Lactona de acucar (&cido alddnico)
D-Galactopyranose 15.440 Monossacarideo
Galactonic acid 15.652 Acido alddnico
Ribonic acid 15.720 Acido alddnico
myo-Inositol 16.951 Ciclitol (polidl ciclico)
scyllo-Inositol 16.961 Ciclitol (polidl ciclico)
Glyceryl glycoside 19.904 Glicosideo (agucar conjugado a poliol)
Sucrose 24.343 Dissacarideo
Melibiose 32.761 Dissacarideo

Esteres
2-Hydroxypropy! thiocyanate 6.243 Ester de 4cido tiocianico
Trimethylsilanol phosphate 7.853 Ester fosforico
Butane-2,3-diyl diacetate 10.200 Diéster alifatico

Esterois
Campesterol 34.601 Fitosterol
cholest-5-en-3a-ol 34.590 Fitosterol
Stigmasterol 35.076 Fitosterol
Stigmast-5-en-3B-ol (B-sitosterol) 36.149 Fitosterol

Lipidios
2,3-Dihydroxypropyl (92)-octadec-9-enoate 23.498 Monoacilglicerol (monooleina)
2,3—D|hydr_o>_<ypropyl hexadecanoate (1- 23.645 Monoacilglicerol (monopalmitina)
Monopalmitin)
2,3-Dihydroxypropyl (9Z,127)-octadeca- 26.165 Monoacilglicerol (monolinoleina)
9,12-dienoate
5g;?é?ﬁ;i?ﬁ?ﬁ%gn(gzaztj22’152)- 26.296 Monoacilglicerol (monolinolenina)
2,3-Dihydroxypropy! octadecanoate 26.655 Monoacilglicerol (monostearina)
Phytyl tetradecanoate 40.401 Ester de &cido graxo

Terpenoides

(6E,10E)-7,11,15-trimethylhexadeca- . s
1,6,10,14-tetraene (Neophytadiene) 13763 Diterpeno aciclico
3,7,11,15-Tetramethylhexadec-2-en-1-ol 18.083 Diterpeno alcodlico

(Phytol)
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TABELA 4.2 — Caracterizacdo fitoquimica, por grupo quimico, de extratos de plantulas de feijao (Phaseolus
vulgaris) das cultivares IPR-Curi6 e IPR-Uirapuru, utilizando cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GCMS). Aveiro — Portugal, 2024.

(concluséo)

Terpenoides

3,7,11,15-Tetramethylhexadec-2-en-1-yI

acetate (Phytol, acetate) 20.914
Squalene 27.215
Epimethendiol 23.895
y-Tocopherol 30.224
a-Amyrin 37.166
Friedelan-3-one 39.701
3,7,11,15-Tetramethylhexadec-2-en-1-yI 40387

tetradecanoate ( phytyl tetradecanoate)

Diterpeno esterificado (éster do fitol)

Triterpeno aciclico (hidrocarboneto)
Alcool terpénico (diol)
Tocoferol (vitamina E)

Triterpeno pentaciclico (alcool)
Triterpeno pentaciclico (cetona)

Ester de diterpeno

Fonte: a autora.
Notas:

!Compostos identificados nas bases de dados NIST14 Mass spectral e WILEY RegistryTM of Mass
Spectra Data. A nomenclatura foi atualizada segundo a IUPAC.
2Tempo de retencdo do composto em minutos a partir do inicio da corrida.

4.3.1 Validacdo Analitica

As curvas de calibracdo construidas para acido palmitico (Palmitic acid - R2 = 0,9985),
acido estearico (Stearic acid - R2 = 0,9994), acido oleico (Oleic acid - R2 = 0,9982), acido a-
linolénico (a-Linolenic acid - R? = 0,9995) (Figuras 4.2A, B, C e D, respectivamente), glicerol
(Glycerol - R2 = 0,9999), 1-Monopalmitin (R? = 0,9968), B-Sitosterol (R2 = 0,9998), &cido
citrico (Citric acid - Rz = 0,9911) e Galactose (Rz = 0,9842) (Figura 4.3A, B, C, D e E,

respectivamente), apresentaram linearidade nas faixas de concentracdo avaliadas.

Em todos os casos, observou-se relagdo consistente entre a razdo de areas do composto

avaliado e do padrédo interno (AC/API) e a concentragdo dos compostos, o que indica uma

resposta adequada do sistema cromatografico aos compostos avaliados. Os coeficientes de

determinacdo (R?) proximos a 1 (um) demonstram que as curvas foram apropriadas para a

quantificacdo dos metabdlitos nas amostras, assegurando confiabilidade aos resultados que

serdo apresentados na sequéncia.
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FIGURA 4.2 — Curvas de calibracdo dos compostos Palmitic acid (A), Stearic acid (B), Oleic acid (C) e a-
Linolenic acid (D), Glycerol (E), 1-Monopalmitin (F), B-Sitosterol (G), Citric acid (H), Galactose
(), obtidas a partir da razdo AC/API (area do composto/area do padrdo interno) e das CC
(concentracdo do composto) analisadas por GC-MS. Aveiro — Portugal, 2024.

Fonte:
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a autora.
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4.3.2 Quantificagdo dos Metabolitos

4.3.2.1 Acidos graxos

Os teores de acido palmitico ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas entre
0s tratamentos para nenhuma das cultivares avaliadas (Figura 4.4). Na cultivar IPR-Curid, as
concentragdes variaram de 0,1480 a 0,3337 mg mL™, enquanto na cultivar IPR-Uirapuru os
valores oscilaram entre 0,2972 e 1,0983 mg mL™". Apesar da auséncia de diferenga estatistica
entre os tratamentos dentro de cada cultivar, observou-se que a cultivar IPR-Uirapuru
apresentou concentracfes absolutas mais elevadas de acido palmitico em relagéo a IPR-Curio,

indicando diferencas entre o perfil lipidico das cultivares.

FIGURA 4.4 — Concentra¢des de acido palmitico (Palmitic acid) obtidas por GC-MS nas cultivares IPR-Curi6 e
IPR-Uirapuru em resposta aos tratamentos aplicados. Aveiro — Portugal, 2024.

Palmitic acid

. I— 0,3337ns
Extrato de Trichoderma asperellum 0.8234ns

. . I 0,1729
Extrato de Trichoderma endophyticum 04962

. . |
Extrato de Trichoderma lentiforme 02206 10983

. ] 257
Extrato de Pycnoporus sanguineus 02575 05373

. I 0,2216
Extrato pirolenhoso ’

AGROMOS®

0,4775
I 0,2018
0,5257
I—— 0,2349

Produto de fermentacdo microbiana 03222
I 0,3121

Bion® 0,335

I 0,2673
AMISTAR TOP® Do

I 0,1480
Controle 03140

0,0000 0,2000 0,4000 0,6000 0,8000 1,0000 1,2000
CC mg.mL -!
® |PR-Curi6 = IPR-Uirapuru
Fonte: a autora.
Notas: ns: ndo significativo pelo teste de Tukey, a 5% de significancia; Coeficiente de variacdo: 18,44% (IPR-
Curid) e 24,63% (IPR-Uirapuru).

As concentragdes de acido estedrico também ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas entre os tratamentos para as cultivares avaliadas (Figura 4.5). Na cultivar IPR-
Curio, os valores variaram de 0,0231 a 0,0621 mg mL"!, enquanto na cultivar IPR-Uirapuru as
concentragdes oscilaram entre 0,0559 e 0,2345 mg mL™'. Observou-se que a cultivar IPR-
Uirapuru apresentou concentracfes mais elevadas de acido estearico em comparacgdo a IPR-

Curio, indicando novamente diferencas no perfil lipidico das cultivares.
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As concentracBes de &cido oleico apresentaram comportamento distinto entre as
cultivares avaliadas (Figura 4.6). Na cultivar IPR-Curid, ndo foram observadas diferengas
significativas entre os tratamentos, com concentracdes variando entre 0,0870 € 0,2361 mg mL ™.
Em contrapartida, na cultivar IPR-Uirapuru, verificou-se efeito significativo dos tratamentos

sobre os teores de acido oleico, com concentragdes variando de 0,1356 a 0,6456 mg mL™".

FIGURA 4.5 — Concentragoes de acido estearico (Stearic acid) obtidas por GC-MS nas cultivares IPR-Curi6 e
IPR-Uirapuru em resposta aos tratamentos aplicados. Aveiro — Portugal, 2024.

Stearic acid

R |
Extrato de Trichoderma asperellum 0.0621ns o164
A ns

Extrato de Trichoderma endophyticum — 0.0276 0.0976

. - |

Extrato de Trichoderma lentiforme 00370 02345
- |

Extrato de Pycnoporus sanguineus 00464 0.1174

. |
Extrato pirolenhoso 0.0336

AGROMOS® — 0,0394

0,1008

0,1105

~ - - ]
Produto de fermentacdo microbiana 00301 00693

- I 0,0564
Bion® 00692

I 0,0439
AMISTAR TOP® 50

I 0,0231
Controle 0,0570

0,0000 0,0500 0,1000 0,1500 0,2000 0,2500
CC mg.mL -!

u |PR-Curio IPR-Uirapuru

Fonte: a autora.
Notas: ns: ndo significativo pelo teste de Tukey, a 5% de significancia; Coeficiente de variacdo: 21,16% (IPR-
Curio) e 24,25% (IPR-Uirapuru).

A maior concentragdo foi observada no tratamento com extrato de T. lentiforme, que
diferiu estatisticamente do controle, o qual apresentou a menor quantidade de acido oleico entre
os tratamentos (Figura 4.6). Esses resultados indicam que, diferentemente da cultivar IPR-
Curid, o metabolismo de acidos graxos insaturados, especificamente o &cido oleico na cultivar
IPR-Uirapuru respondeu de forma diferenciada aos tratamentos avaliados.

As concentracBes do &cido graxo insaturado a-linolénico apresentaram respostas
distintas entre as cultivares avaliadas (Figura 4.7). Na cultivar IPR-Curid, ndo foram observadas
diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos, e os valores de concentragdo do

composto tiveram variagdes entre 0,1847 ¢ 0,4931 mg mL .
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FIGURA 4.6 — Concentracdes de acido oleico (Oleic acid) obtidas por GC-MS nas cultivares IPR-Curi6 e IPR-
Uirapuru em resposta aos tratamentos aplicados. Aveiro — Portugal, 2024.

Oleic acid

. I—— 0,2361ns
Extrato de Trichoderma asperellum 0,4336ab'
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. | 1154
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Controle 0,1356b

0,0000 0,1000 0,2000 0,3000 0,4000 0,5000 0,6000 0,7000
CC mg.mL -*

m |[PR-Curi6 IPR-Uirapuru

Fonte: a autora.
Notas: 'Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia; ns: ndo significativo. Coeficiente de variacdo: 24,6% (IPR-Curid) e 25,61% (IPR-Uirapuru).

FIGURA 4.7 — Concentragdes de acido a-Linolénico (a-Linolenic acid) obtidas por GC-MS nas cultivares IPR-
Curié e IPR-Uirapuru em resposta aos tratamentos aplicados. Aveiro — Portugal, 2024.
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Fonte: a autora.
Notas: 'Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia; ns: ndo significativo. Coeficiente de variacdo: 25,73% (IPR-Curid) e 24,83% (IPR-Uirapuru).
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Por outro lado, na cultivar IPR-Uirapuru (Figura 4.7), verificou-se efeito significativo
dos tratamentos sobre os teores de a-linolénico, com concentragdes variando de 0,4817 a1,5763
mg mL™. A maior concentracdo deste acido graxo, assim como para o acido oleico, foi
observada no tratamento com extrato de T. lentiforme. Este tratamento diferiu estatisticamente
do tratamento com a menor concentracdo do acido, o fungicida AMISTAR TOP®, mas néo
diferiu do controle. Os resultados indicam que a cultivar IPR-Uirapuru apresentou maior
sensibilidade do metabolismo de &cidos graxos poli-insaturados aos tratamentos avaliados
guando comparada a IPR-Curio.

Em conjunto, os resultados obtidos para os acidos graxos indicam que a composicao
lipidica respondeu de maneira distinta as condicOes avaliadas, com variagcBes mais evidentes
nos acidos graxos insaturados em comparacgéo aos saturados. Enquanto os compostos saturados
apresentaram um perfil mais estavel entre os tratamentos e cultivares, os insaturados mostraram
maior amplitude de resposta, refletindo alteracGes na composicao lipidica das cultivares.

A diferenga no comportamento dos &cidos graxos reforca a necessidade de uma
abordagem que nao considere apenas 0s metabolitos isolados, mas também a distribuicdo entre
as classes de acidos graxos. Dessa forma, o indice de insaturacéo lipidica foi calculado através
da razdo entre a soma dos acidos graxos insaturados (UFA= oleico + a-linolénico) e a soma dos
acidos graxos saturados (SFA= palmitico + estearico), conforme descrito na literatura para
caracterizar alteragdes na composicdo de acidos graxos (Luo et al., 2025).

Com a andlise do indice de insaturacdo lipidica (UFA/SFA), evidenciam-se
comportamentos diferentes para as duas cultivares avaliadas (Tabela 4.3). Para a cultivar IPR-
Curid, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os tratamentos, indicando manutencao
da proporcao entre acidos graxos insaturados e saturados ao longo das condicGes avaliadas. 1sso
indica que a cultivar IPR-Curié manteve um perfil lipidico estavel, sem grandes alteraces na
proporcao entre acidos graxos saturados e insaturados em resposta aos tratamentos.

J& na cultivar IPR-Uirapuru, o indice UFA/SFA teve variagdo estatistica significativa
entre os tratamentos, demonstrando alteracfes na composicao de acidos graxos das plantulas
de determinados tratamentos (Tabela 4.3). Os tratamentos contendo o extrato de P. sanguineus,
extrato pirolenhoso e AGROMOS® diferiram estatisticamente do indutor de resisténcia Bion®.

Quando os indices UFA/SFA sdo maiores que 1 (um), demonstram maior proporcao de
acidos graxos insaturados em relagdo aos saturados. O aumento na concentracdo de acidos
graxos insaturados pode contribuir para maior fluidez das membranas celulares, favorecendo a
manutencdo da integridade estrutural e da funcionalidade das membranas em condicGes de

infeccdo por patdgenos ou estresse (Mello, 2008).



122

Em sementes e plantulas, a composicéo lipidica influencia também processos como a
germinacdo, o crescimento inicial e a adaptacéo a variagbes ambientais. Algumas pesquisas
trazem que maiores teores de &cidos graxos insaturados podem trazer maior tolerancia a
condicdes adversas, como estresse por frio, ao facilitar a reorganizacdo das membranas durante
fases criticas do desenvolvimento inicial das plantas (Dhaliwal et al., 2024; Sanchez; Mangat;
Angeles-Shim, 2019).

Além disso, o0s acidos graxos insaturados participam de vias de sinalizacdo mediadas
por lipidios, atuando como precursores de moléculas envolvidas em respostas fisiologicas a
fatores adversos, incluindo a resisténcia a doencas, o que reforca a importancia do indice
UFA/SFA como um indicador de ajustes metabolicos em plantas (Kachroo; Kachroo, 2009;

Voronkov; Ivanova, 2025).

TABELA 4.3 — indice de insaturaco lipidica (UFA/SFA), determinado por GC-MS, nas cultivares IPR-Curio e
IPR-Uirapuru em resposta aos tratamentos aplicados. Ponta Grossa — Brasil, 2025.

UFA/SFA
Tratamento IPR-Curi6 IPR-Uirapuru

Extrato de Trichoderma asperellum 1,8381ns 1,4551abc?
Extrato de Trichoderma endophyticum 1,4083 1,6717abc
Extrato de Trichoderma lentiforme 1,4685 1,6740abc
Extrato de Pycnoporus sanguineus 1,6323 2,0356a
Extrato pirolenhoso 1,2358 1,9212ab
AGROMOS® 1,8097 1,9337ab
Produto de fermentacdo microbiana 0,9782 1,7205abc
Bion® 1,8312 1,1356¢
AMISTAR TOP® 1,5280 1,4112bc
Controle negativo 1,3404 1,6651abc
Coeficiente de variagdo (%) 25,63 12,74

Fonte: a autora.
Notas: *Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey,
a 5% de significancia; ns: ndo significativo.

4.3.2.2 Glicerol e lipidios

As concentragdes de glicerol apresentaram comportamento distinto entre as cultivares
avaliadas (Figura 4.8). Para cultivar IPR-Curid, houve efeito significativo dos tratamentos, com
a maior concentracdo encontrada no tratamento com extrato de T. asperellum, enquanto os
tratamentos com AGROMOS® e fungicida AMISTAR TOP® apresentaram 0s menores teores
do composto. Os demais tratamentos exibiram concentracfes intermediarias de glicerol, ndo
diferindo estatisticamente entre si.

Na cultivar IPR-Uirapuru, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os

tratamentos (Figura 4.8). Esses resultados indicam que a modulagéo dos teores de glicerol em
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resposta aos tratamentos ocorreu de forma dependente da cultivar, refletindo respostas
fisiologicas distintas durante o estabelecimento inicial das plantulas.

Nas plantas, o glicerol exerce uma fungdo importante no metabolismo lipidico, atuando
como estrutura basica para a formacdo de lipidios e como intermediario na mobilizacdo de
reservas durante o desenvolvimento inicial da planta (Kim, 2020). Além dessas funcoes, a
sintese de glicerol a partir de sn-glicerol-3-fosfato favorece seu acimulo nas células em resposta
a estresses causados por condi¢Ges ambientais adversas (Gull; Pasek, 2021; Mandal et al.,
2011). Adicionalmente, o glicerol-3-fosfato, composto intermediario do metabolismo do
glicerol em plantas, tem sido associado a vias de sinalizagdo relacionadas a defesa, sendo
descrito como componente envolvido na ativacdo de mecanismos de priming e de resisténcia
sistémica adquirida (Chanda et al., 2011).

Alguns dos tratamentos avaliados no presente estudo sdo descritos na literatura como
elicitores ou indutores de resisténcia capazes de ativar respostas metabolicas precoces
associadas ao priming de defesa. Extratos flngicos, como os derivados de P. sanguineus e
compostos organicos presentes no extrato pirolenhoso, tém sido associados a ativacao de redes
metabolicas envolvidas na resisténcia sistémica adquirida (Brito et al., 2025; Zhou et al.,
2024b). Embora esses tratamentos ndo tenham atuacdo direta sobre as rotas metabdlicas do
glicerol, hé& inducéo de vias metabolicas interligadas, nas quais o glicerol e o glicerol-3-fosfato
séo descritos como componentes relevantes da sinalizagéo de defesa e do estado de priming em
plantas (Mandal et al., 2011).

As concentracdes de 1-Monopalmitin ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas entre os tratamentos para nenhuma das cultivares avaliadas (Figura 4.9). Na
cultivar IPR-Curi6, os valores variaram de 0,0070 a 0,0369 mg mL™!, enquanto na cultivar IPR-
Uirapuru as concentragdes ficaram entre 0,0289 ¢ 0,1053 mg mL™'. Observou-se que de modo
geral a cultivar IPR-Uirapuru apresentou concentracbes mais elevadas do composto em
comparacao a IPR-Curi6, indicando possiveis diferencas no perfil lipidico entre as cultivares

O 1-Monopalmitin € um monoacilglicerol formado durante a hidrdlise parcial dos
triacilglicerdis e faz parte da dindmica de mobilizacdo de lipidios de reserva durante a
germinacdo e o estabelecimento inicial das plantulas. Nesse estadio do desenvolvimento da
planta, os lipidios armazenados nas sementes sdo progressivamente reorganizados para suprir
energia e carbono ao crescimento, e 0s monoacilglicerois surgem como intermediarios

transitdrios desse processo (Graham, 2008).
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FIGURA 4.8 — Concentracdes de glicerol (Glycerol) obtidas por GC-MS nas cultivares IPR-Curi6 e IPR-Uirapuru
em resposta aos tratamentos aplicados. Aveiro — Portugal, 2024.
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Fonte: a autora.
Notas: *Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia; ns: ndo significativo. Coeficiente de variacdo: 16,38% (IPR-Curid) e 24,25% (IPR-Uirapuru).

FIGURA 4.9 — Concentracfes de 1-Monopalmitin obtidas por GC-MS nas cultivares IPR-Curi6 e IPR-Uirapuru
em resposta aos tratamentos aplicados. Aveiro — Portugal, 2024.
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Fonte: a autora.
Notas: ns: ndo significativo pelo teste de Tukey, a 5% de significancia; Coeficiente de variacdo: 24,00% (IPR-
Curio) e 23,18% (IPR-Uirapuru).
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A auséncia de variagOes significativas nos teores de 1-Monopalmitin entre os
tratamentos sugere que os tratamentos aplicados via sementes ndo interferiram nas etapas da
reorganizacdo dos lipidios. Embora o 1-Monopalmitin ndo atue diretamente como molécula
sinalizadora, pesquisas indicam que ajustes nos lipidios podem fazer parte de processos de
preparacdo fisiologica da planta. A mobilizag&o e a reorganizacgdo de lipidios estdo ligadas a ao
metabolismo para a inducdo de resisténcia e a modulacdo das respostas a estresses bioticos
(Hilker et al., 2016; Kachroo; Kachroo, 2009).

4.3.2.3 Esterois, terpenoides e aminoacidos

A andlise estatistica dos esterois, terpenoides e aminoacidos presentes nas amostras ndo
foi realizada devido a variabilidade observada na composi¢do dos cromatogramas, uma vez que
nem todos os compostos dos grupos quimicos identificados estiveram presentes de forma
homogénea nas amostras avaliadas.

Em plantas, a sintese e a mobilizacao de esterdis, terpenoides e aminoacidos pode variar
entre individuos, resultando em teores proximos ao limite de deteccdo em algumas amostras.
Além disso, variacOes na eficiéncia da derivatizacdo e critérios de identificacdo baseados em
bibliotecas espectrais podem influenciar a detec¢éo e a integracao dos picos em GC-MS (Dunn
etal., 2012; Ernst et al., 2014).

Dessa forma, as concentracBes totais de esterois, terpenoides e aminoécidos néo
representaram variavel homogénea entre os tratamentos, inviabilizando analises estatisticas,
motivo pelo qual os resultados foram utilizados de forma descritiva, visando a identificacao de
tendéncias associadas aos tratamentos avaliados.

As concentracBes de esterGis totais, determinadas por GC-MS, variaram entre 0s
tratamentos e entre as cultivares avaliadas (Figura 4.10). Na cultivar IPR-Curid, os valores
oscilaram de 0,1556 mg mL™!, observados no tratamento com extrato de T. endophyticum, a
0,3779 mg mL™!, no tratamento com extrato de P. sanguineus.

Para a cultivar IPR-Uirapuru (Figura 4.10), as concentracdes de esterdis totais
apresentaram uma amplitude maior, variando de 0,1873 mg mL ™ no controle a 0,7799 mg mL™
no tratamento com extrato de T. asperellum. De modo geral, a cultivar IPR-Uirapuru apresentou
valores mais elevados de esterdis totais em comparagdo a IPR-Curio, independente do
tratamento aplicado.

Os esterois vegetais fazem parte da organizacdo e do funcionamento das membranas
celulares, influenciando diretamente em propriedades como a permeabilidade e a estabilidade

(Valitova; Sulkkarnayeva; Minibayeva, 2016). Em plantas, as mudangas na composi¢éo e na
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concentracdo de esterdis estdo relacionadas a mecanismos de reorganizacdo de membranas e
processos de sinaliza¢do associados a defesa vegetal (Griebel; Zeier, 2010; Schaller, 2003).
Nesse contexto, os resultados obtidos para esterdis totais reforcam a hipotese de que 0s
tratamentos aplicados via sementes podem promover ajustes metabdlicos, afetando a
organizagcdo das membranas celulares e contribuindo indiretamente para mecanismos

associados a resisténcia das plantas.

FIGURA 4.10 — Concentrag@es de esterdis totais obtidas por GC-MS nas cultivares IPR-Curi6 e IPR-Uirapuru
em resposta aos tratamentos aplicados. Aveiro — Portugal, 2024.

Esterois

i ——— 00,3262
Extrato de Trichoderma asperellum -
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0,0000 0,2000 0,4000 0,6000 0,8000
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Fonte: a autora.
Notas: Os ester6is avaliados foram o campesterol, estigmasterol, B-sitosterol e cholest-5-en-3a-ol; entretanto, nem
todos os compostos foram detectados simultaneamente em todas as amostras analisadas.

As concentracOes totais de terpenoides, determinadas por GC-MS, variaram entre 0s
tratamentos e entre as cultivares avaliadas (Figura 4.11). Na cultivar IPR-Curid, os valores
oscilaram de 0,0284 mg mL™!, observados no tratamento com extrato de T. endophyticum, a
0,0972 mg mL*, no tratamento com AMISTAR TOP®.

Para a cultivar IPR-Uirapuru (Figura 4.11), foi observada uma maior amplitude, com
concentracgdes entre 0,0811 mg mL™!, no controle, ¢ 0,3843 mg mL !, no tratamento com extrato
de T. lentiforme. Novamente, a cultivar IPR-Uirapuru apresentou concentragdes mais elevadas

de terpenoides totais em comparacgéo a IPR-Curid.
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Os terpenoides identificados na presente pesquisa pertencem principalmente a rota dos
isoprenoides, um dos principais grupos de compostos associados a defesa vegetal (Pinto-
Zevallos et al., 2013). Esse grupo incluiu derivados de phytol, tocoferois, triterpenos e
precursores de esterois, compostos reconhecidamente envolvidos na protecdo de membranas e
em respostas induzidas a estresses bidticos (Thimmappa et al., 2014). Em plantas, a presenca e
as alteracGes no perfil desses compostos indicam ativacéo de rotas metabolicas interligadas a
defesa (Havaux et al., 2005; Stout, 2007).

De modo geral, a variacdo no perfil de terpenoides sugeriu a ativacdo de rotas
metabdlicas associadas a defesa e ao estado de priming, indicando respostas fisiologicas
desencadeadas pelos tratamentos aplicados via sementes.

FIGURA 4.11 — Concentracfes de terpenoides totais obtidas por GC-MS nas cultivares IPR-Curi6 e IPR
Uirapuru-em resposta aos tratamentos aplicados. Aveiro — Portugal, 2024.
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Fonte: a autora.

Notas: Os terpenoides avaliados foram neophytadiene; phytol e seus derivados (phytol, phytol acetate e phytyl
tetradecanoate); y-tocopherol; squalene; a-amyrin; epimethendiol e friedelan-3-one; entretanto, nem todos 0s
compostos foram detectados simultaneamente em todas as amostras analisadas.

As concentracdes totais de aminoacidos, determinadas por GC-MS, variaram entre 0s
tratamentos e entre as cultivares avaliadas (Figura 4.12). Na cultivar IPR-Curio, as
concentragdes permaneceram no intervalo entre 0,0210 mg mL™, no tratamento com produto

de fermentagdo microbiana, ¢ 0,0617 mg mL™!, no tratamento com extrato de P. sanguineus.
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Para a cultivar IPR-Uirapuru, as concentragdes variaram de 0,0141 mg mL™! (extrato de P.
sanguineus), a 0,0399 mg mL™!, com o extrato de T. lentiforme.

Os aminoéacidos sdo compostos muito importantes dentro do metabolismo vegetal, ndo
apenas como constituintes de proteinas, mas também como intermediarios e precursores de
diversas rotas associadas a resposta a estresses. Muitos aminodcidos participam direta ou
indiretamente da formacdo de metabdlitos secundarios, de modo que variagdes em seu perfil
podem indicar ativacdo de rotas metabdlicas que sdo ligadas a resisténcia de plantas.

Em fases iniciais de desenvolvimento, como no caso das plantulas avaliadas, a atividade
dos aminoacidos em resposta a aplicacdo de tratamentos pode ser associada ao estabelecimento
do estado de preparo fisioldgico (priming), no qual a planta reorganiza seu metabolismo antes
mesmo do contato com o patégeno, mas em resposta ao estimulo do elicitor (Pieterse et al.,
2014; Tugizimana et al., 2018).

FIGURA 4.12 — Concentragdes de aminoacidos totais obtidas por GC-MS nas cultivares IPR-Curi6 e IPR-
Uirapuru em resposta aos tratamentos aplicados. Aveiro — Portugal, 2024.
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Fonte: a autora.

Notas: Os aminoécidos avaliados foram valina, prolina, serina, treonina, glicina, alanina, B-alanina, leucina,
isoleucina, norvalina, norleucina, fenilalanina, &cido aspartico, asparagina e acido 4-aminobutanoico (GABA);
entretanto, nem todos os compostos foram detectados simultaneamente em todas as amostras analisadas.

Em conjunto, os resultados obtidos para esterdis, terpenoides e aminoacidos
demonstram que os tratamentos promoveram modificacdes metabolicas, envolvendo tanto

metabolitos secundarios quanto componentes do metabolismo primario. Mesmo com as
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variag0es na detecgdo individual dos compostos, de forma geral, os resultados observados
indicam atividade metabdlica compativel com ativacdo de rotas metabdlicas ligadas a
resisténcia de plantas. Detectar essa atividade ainda na fase de plantula, evidencia que a
aplicacdo dos tratamentos, principalmente os extratos fungicos via sementes, foi capaz de

desencadear respostas metabolicas possivelmente associadas a defesa das plantas.

4.4 CONCLUSOES

As analises por GC-MS demonstraram que o tratamento de sementes com produtos
alternativos promoveu alterac6es no perfil metabdlico de plantulas de feijao.

As respostas foram dependentes da cultivar, com maior sensibilidade da IPR-Uirapuru,
especialmente em relacdo aos acidos graxos insaturados e ao indice de insaturacdo lipidica.

O tratamento de sementes foi capaz de desencadear respostas metabolicas compativeis

com processos associados a inducdo de resisténcia em feijao.
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CONCLUSOES GERAIS

O presente trabalho partiu da hipétese de que a aplicacdo de produtos alternativos e
indutores de resisténcia, via tratamento de sementes e aplicacdo foliar, podem ativar
mecanismos de defesa em plantas de feijdo, refletindo em alteracbes fitossanitarias,
biogquimicas e metabodlicas associadas a reducdo do progresso da mancha angular
(Pseudocercospora griseola).

Os resultados mostraram que os produtos avaliados exerceram efeito negativo sobre o
desenvolvimento de Pseudocercospora griseola in vitro, com reducédo do crescimento micelial
e da esporulacdo do patdgeno. No entanto, quando avaliados em casa de vegetagdo e em campo,
os efeitos sobre a reducéo da severidade da mancha angular e da antracnose foram inferiores,
sendo dependentes da cultivar, da safra e das condi¢cGes ambientais.

Do ponto de vista bioquimico, a aplicacdo foliar dos produtos ndo promoveu indugédo
das enzimas peroxidase e polifenoloxidase.

Por outro lado, as analises cromatogréficas evidenciaram que o tratamento de sementes
foi capaz de promover alteragdes no perfil metabolico das plantulas. As respostas foram
dependentes da cultivar, com maior sensibilidade da IPR-Uirapuru, especialmente em relacdo
aos acidos graxos insaturados e ao indice de insaturacgdo lipidica. Essas alteragdes indicam que
os tratamentos podem desencadear respostas metabdlicas compativeis com processos
associados a inducdo de resisténcia.

De forma geral, a hipotese inicial foi parcialmente confirmada. Houve alteracdo
metabdlica associada aos tratamentos, porém essa ativacdo ndo foi totalmente consistente com
0 progresso da doenca em condicgdes de casa de vegetacédo e de campo. Os resultados reforgcam
que a eficiéncia de indutores de resisténcia esta diretamente relacionada ao geno6tipo da cultivar,
ao método de aplicacdo e as condi¢cdes ambientais.

Assim, o conhecimento integrado entre respostas fitossanitarias, bioquimicas e
metabolicas é fundamental para avancar no desenvolvimento de estratégias de manejo efetivas

e sustentaveis a mancha angular na cultura do feijdo.



