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RESUMO

DAL BOSCO DUCATTI, Rafael. Condugao de estudos de eliciagao vegetal: como
estimar o real poder eliciador de uma molécula? 135 f. Tese (Doutorado em
Agronomia) — Programa de Pés-Graduagdo em Agronomia (Area de Concentracéo:
Producao vegetal), Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Pato Branco, 2024.

A cultura do trigo sofre constantemente com o ataque de doengas que além de
reduzirem os rendimentos quantitativos da cultura, também afetam a qualidade final
de gréaos e sementes. Como exemplo, pode-se citar a doenga denominada Giberela.
Causada pelo fungo fitopatogénico Fusarium graminearum (fase sexual: Gibberella
zeae), essa doenga traz redugdes de produtividade entre 18,6% a 39,9% em lavouras
Brasileiras e pode causar perdas de qualidade de até 100% devido a sintese e
acumulo do tricoteceno desoxinivalenol (DON) por F. graminearum. Para agravar a
situacao, acredita-se que a sintese dessas micotoxinas ocorra como um mecanismo
de defesa do Fusarium contra agentes estressores bidticos e/ou abidticos, incluindo a
utilizacao de fungicidas ineficientes e em periodos indevidos. Na busca por uma
agricultura mais sustentavel e na procura por produtos complementares que ajudem
a aumentar a eficiéncia de pesticidas é que se enquadram os bioestimulantes, a
exemplo das algas marinhas. A carragena, polissacarideo polianidnico sulfatado
exclusivo de algas vermelhas (Rhodophyta) demonstra-se como um excelente
eliciador vegetal devido ao fato de possuir diferentes graus de sulfatagao, conferindo
ao produto um efeito de longa duragéo no processo de eliciagao vegetal. Entretanto,
testar eliciadores vegetais ndo € um processo trivial. Esses experimentos demandam
um bom planejamento e um conhecimento profundo sobre a fisiologia vegetal. Sabe-
se que 20% de todo CO2 consumido diariamente pelas plantas retorna a atmosfera na
forma de Compostos Organicos Volateis (VOCs), os quais tem uma grande
capacidade de eliciacdo de plantas/parcelas/tratamentos vizinhos. Devido a isso,
testar possiveis moléculas/estimulos eliciadores sem a utilizagdo de barreias fisicas
que possam isolar os diferentes tratamentos, pode trazer grandes ruidos aos
resultados obtidos e levar a conclusdes erréneas e tendenciosas. Diante desse fato,
o presente trabalho buscou 1) avaliar os efeitos eliciadores de um bioestimulante a
base de carragena (Algomel PUSH®) a fim de aumentar os ganhos quantitativos e
qualitativos de plantas de trigo, 2) avaliar o efeito de duragdo da eliciacdo vegetal
realizada com a utilizagdo de carragena, 3) quantificar a interferéncia existente em
testes de eliciagdo vegetal conduzidos na forma de delineamento em blocos
casualizados (DBC) vs. Delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
modificagdes e 4) propor uma metodologia a ser seguida para estudos de eliciagao
vegetal. O uso de carragena apresentou um efeito de longa duragdo em plantas de
trigo. O fungicida utilizado no trabalho atuou de forma negativa sob os metabolismos
primario e especializado das plantas de trigo. A eliciagdo em campo aberto, sem a
utilizacao de barreiras fisicas para isolar os diferentes tratamentos, causou uma
interferéncia média de 22% nas plantas que nio receberam os eliciadores.

Palavras-chave: Carragena. Compostos orgéanicos volateis (VOCs). Desoxinivalenol.
Fusarium graminearum. Interferéncia elicitéria.



ABSTRACT

DAL BOSCO DUCATTI, Rafael. Plant elicitation studies: How to properly estimate the
real eliciting potential of a molecule? 135 p. Thesis (Ph.D. in Agronomy) — Program of
Graduation in Agronomy (Area of Concentration: Plant Protection), Federal University
of Technology - Parana. Pato Branco, 2024.

Wheat constantly suffers from the attack of diseases that, in addition to reducing the
crop's quantitative yields, also affect kernels' final quality. An example is the disease
called Gibberella. Caused by the phytopathogenic fungus Fusarium graminearum
(sexual phase: Gibberella zeae), this disease causes yield reductions of between
18.6% and 39.9% in Brazilian fields and can cause quality losses of up to 100% due
to the synthesis and accumulation of the trichothecene deoxynivalenol (DON) by F.
graminearum. To worsen this scenario, it is believed that the synthesis of these
mycotoxins occurs as a defense mechanism of Fusarium against biotic and/or abiotic
stressor agents, including the use of inefficient fungicides. In the search for a more
sustainable agriculture and to find complementary products that help to increase the
efficiency of agricultural defensives, biostimulants based on seaweed, fit in.
Carrageenan, a sulfated polyanionic polysaccharide exclusive to red algae
(Rhodophyta) proves to be an excellent plant elicitor as it has different degrees of
sulphation, giving the product a long-lasting effect on the plant elicitation process.
However, testing plant elicitors is not a trivial process. These experiments demand
good planning and in-depth knowledge of plant physiology. It is known that 20% of all
CO2 consumed daily by plants returns to the atmosphere in the form of Volatile Organic
Compounds (VOCs), which can strongly elicit plants/treatments. Because of this,
testing possible eliciting molecules/stimuli without the use of physical barriers that can
isolate the different treatments can bring great interferences to the results obtained
and lead to misleading and biased conclusions. Given this fact, the present work
sought to 1) evaluate the eliciting effects of a carrageenan-based biostimulant
(Algomel PUSH®) to increase the quantitative and qualitative gains of wheat plants, 2)
evaluate the effect of duration of plant elicitation carried out with the use of
carrageenan, 3) quantify the existing interference in plant elicitation tests conducted in
the form of a Randomized complete block design (RCBD) vs. Completely randomized
design (CRD), with modifications and, 4) propose a methodology to be used for plant
elicitation studies. The use of carrageenan showed a long-lasting effect on wheat
plants. The fungicide used in the work negatively affected the primary and specialized
metabolism of wheat plants. Elicitation in the open field, without the use of physical
barriers to isolate the different treatments, caused an average interference of 22% in
the plants that did not receive the elicitors.

Keywords: Carrageenan. Deoxynivalenol. Eliciting interference. Fusarium
graminearum. Volatile organic compounds (VOCs).



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Caracteristicas fisico-quimicas da area experimental utilizada para a conducédo dos

experimentos. EPAGRI, Chapech, SC, 2021, .......u e eer e e e e e aaaeeeeeas 33
Tabela 2 — Condi¢cées meteoroldgicas mensais da area utilizada para a conducao dos experimentos.
EPAGRI, ChapeCo, SC, 2021 ... .cceiiiiiiieiee e ettt e e e e sttt e e e e sttt e e e e e e s sasbaaeeeaessansaaeeaaessasraneaaeeaans 34
Tabela 3 — Descrigao dos tratamentos, doses e épocas de aplicagao para a condugao dos experimentos
na safra 2021. EPAGRI, ChapecCh, SC. ... ..ottt e e e e 35
Tabela 4. Resultado da anadlise de variancia para os parametros fisiolégicos analisados através da
utilizagdo do IRGA (Infrared Gas Analyzer). Chapeco — SC, 2021.......cccuuviiieiiiiiiiiieeeeieeee e 42
Tabela 5. Resultado da analise de variancia para o indice SPAD. Chapecd — SC, 2021. ................... 45
Tabela 6. Resultado da analise de variancia para a altura de plantas. Chapecoé — SC, 2021.............. 46

Tabela 7. Resultado da analise estatistica para a severidade de oidio e giberela. Chapecé — SC, 2021.

Tabela 8. Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) para oidio aos 8, 22, 36 e 50 dias
apos a primeira aplicacdo dos eliciadores (DA1A) e aos 8 dias apds segunda aplicagao dos eliciadores

(DA2A). ChapeCO — SC, 2027, ...ueeiieeeiieiiiiee e e e ettt e e e s ettt e e e s s s eaeeeeessaseeaeeeeesaasasaeeeassansssseeaeesaasseaeeens 51
Tabela 9. Resultado da andlise de variancia para os parametros bioquimicos analisados. Chapeco6 —
T O 0 g SRR 52
Tabela 10. Resultado da andlise de varidncia para a incidéncia de Fusarium e a presenga de
Desoxinivalenol (DON) nas sementes/graos de trigo. Chapecd — SC, 2021........ccccevvviivvieeeevniinieenn. 54
Tabela 11. Resultado da analise de variancia para a produtividade, peso de mil sementes (PMS) e peso
hectolitro (PH). ChapeCd — SC, 2021, .....uuiiiiiiiieiieieeee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eannas 58
Tabela 12 — Correlagdes e analises de bi- e multivaridncia (MANOVA) em relagdo ao parametro
produtividade. ChapeCO, SC, 2027 ........u it iee e et eeeeeeeeeaeaaaaaaaaeaassassaaaaaaannns 60

Tabela 13. Resultado da analise de variancia para a germinagéo, sementes ndo germinadas (SNG),
Plantulas normais e Plantulas anormais. Chapecd — SC, 2021. .......cooiiiiiiiiiiiiiiiieie e 61

Tabela 14. Resultado da analise de variancia para o comprimento radicular, comprimento aéreo e
comprimento total de plantulas de trigo. Chapecd — SC, 2021. ........cooiiiiiiiiiiiie e 63

” o«

Tabela 15 — Correlagéo entre “comprimento de raiz”, “comprimento da parte aérea” e “comprimento
total” vs. “Fusarium na semente”, e analise de multivaridncia entre a incidéncia de “Fusarium na

semente” vs. “comprimento de raiz”, “comprimento da parte aérea” e “comprimento total” em plantas de

trigo. ChapeCO — SC, 2027, ...eeiii ittt e et e e e e e et e e e e e e sat b e e e e e e anbeeeeeeeeannraeeeeeeeanrees 65
Tabela 16 — Caracteristicas fisico-quimicas do solo utilizado para o preenchimento dos vasos para a
conducédo dos experimentos. Chapecd — SC, 2022. ......ooooeeiiiiiiiieii e 74
Tabela 17 — Descricao dos tratamentos, doses e épocas de aplicagdo para a condugdo dos
experimentos. ChapeCh — SC, 2022............uuuuuiiiiiiiieee et e e e e e e aaaaaaaaaaaas 76
Tabela 18. Resultado da andlise de varidncia para os parametros fisiolégicos analisados através da
utilizagdo do IRGA (Infrared Gas Analyzer). Chapecd — SC, 2022...........uuuueeeiiiiiiiieiieeaeeeee e 82
Tabela 19. Resultado da analise de variancia para os parametros fisiolégicos analisados através da
utilizagéo do Fluorémetro (Infrared Gas Analyzer). Chapecd — SC, 2022. ........cc.eeeeveiiiiiiiieeeeiiiieenn. 84

Tabela 20. Resultado da analise de variancia para os parametros fisiologicos analisados atraves do
Clorofildmetro (Indice SPAD). Chapecd — SC, 2022. ......coooiiiiiieieeeeeee e a e e e 88

Tabela 21. Resultado da analise de variancia para os parametros morfolégicos niumero de perfilhos e
area foliar. ChapeCh — SC, 2022. ...t et e e e e e e e e e e e e eeaaeaas 89



Tabela 22. Resultado da analise de variancia para os parametros bioquimicos analisados. Chapeco —

SC, 2022, ettt e e — e e et — e e e e ——e e e e ——ee e e ——ee et teeeaaa—eeeeaaeeeaantaeeaanreeeeabeeeearaaeans 91
Tabela 23. Resultado da analise ndo paramétrica Kruskal-Wallis para a severidade de oidio (parametro
fitossanitario). ChapeCl — SC, 2022...........ccooiiiiii et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 96
Tabela 24. Severidade de Oidio (%) ao 49° dias ap6s a aplicagdo (DAA) do eliciador. Chapecd, SC,
2002, e et e et — e e e et ———eea——eeaaa_—ee e ettt eea—teeeataeeeanteeeeaaeeeaanteeeaantaeaeaneeeeanaeeans 97
Tabela 25. Resultado da analise de variancia para a “Massa seca com dano” e “Massa seca sem dano”
(estresse calorico). ChapeCO — SC, 2022. ..........uueiiiiei ettt e e s e e e s e aneaeeeens 98

Tabela 26. Diferencas médias observadas (%) em relagéo ao controle negativo para as variaveis
Catalase (CAT), Fenilalanina aménia liase (FAL), Superéxido dismutase (SOD), Acido salicilico (AS),
Carbono interno (Ci), Transpiragéo (E), Condutancia estomatica (Gs), Fotossintese (A), Uso eficiente
da 4gua (WUE), Eficiéncia interna de carboxilagéo (EiC), Severidade de oidio, e indice SPAD para os
experimentos realizados em 2021 (DBC) e 2022 (DIC, com adaptacdes). Chapecéd — SC, 2022...... 111

Tabela 27. Alguns trabalhos demonstrando a interferéncia que diferentes estimulos podem trazer as
plantas vizinhas, afetando 0s resultados ObtidOS. ............coooiiiiiiiii i 112

Tabela 28. Comparagao entre as diferengas de médias para as variaveis Catalase (CAT), Fenilalanina
amonia liase (FAL), Superdxido dismutase (SOD), Acido salicilico (AS), Carbono interno (Ci),
Transpiragdo (E), Condutancia estomatica (Gs), Fotossintese (A), Uso eficiente da agua (WUE),
Eficiéncia interna de carboxilagdo (EiC), Severidade de oidio, e indice SPAD analisadas em 2021 (DBC)
€ 2022 (DIC, cOmM MOAIfICAGOES). ..ciieiie ettt r e e e e e e e e e e e e e e s e e s e ae e e e e e eeaaaaaaaaaaeeeaeeeas 113



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Ciclo evolutivo dOS @UCAIONTES. .........eiiiiiiiiiiiiii e 9
Figura 2 — MAMPs, PAMPs, DAMPs e seus mecanismos de agao associados também a formagéo de
L I T BT N I PRSI 19
Figura 3 — Disposigéo das parcelas na area experimental. EPAGRI, Chapecé — SC, 2021................ 34

Figura 4 — Curva de calibragdo para quantificagdo de Acido Salicilico em plantas de trigo. Chapecd,
ST O 0 PSSR 39

Figura 5 — Diferencas estatisticas entre os blocos para as variaveis “Transpiracao” e “Uso eficiente da
agua’”, e entre os tratamentos para a variavel “Taxa fotossintética liquida”. Chapeco, SC, 2021. Colunas
com mesmas letras dentro de cada figura nao se diferenciam entre si de acordo com o teste de Tukey
HSD (< 5%). Barras representam 0 €rr0 PAAIr&0. .........ueieiuiieiiiiiee ittt snee e 44

Figura 6 — Diferencgas estatisticas entre os blocos (a) e tratamentos (b) para a variavel “indice SPAD.
Chapeco, SC, 2021. Colunas com mesmas letras dentro de cada figura ndo se diferenciam entre si de
acordo com o teste de Tukey HSD (< 5%). Barras representam o erro padr@o. ........ccccccceeveeeeeeeeeennnn. 46

Figura 7 — Diferengas estatisticas entre os blocos (a) e tratamentos (b) para a variavel “Altura de
Plantas. Chapecd, SC, 2021. Colunas com mesmas letras dentro de cada figura ndo se diferenciam
entre si de acordo com o teste de Tukey HSD (< 5%). Barras representam o erro padréo.................. 47

Figura 8 — Correlagdo de Pearson entre as variaveis “indice SPAD” e “Altura de plantas”. Chapecd,
SC, 2021. R?: coeficiente de determinagéo. r: coeficiente de correlagéo. 320 observagdes................ 48

Figura 9 — Diferencgas estatisticas entre os blocos (a) e tratamentos (b) para a variavel “Severidade de
Oidio. Chapecd, SC, 2021. Colunas com mesmas letras dentro de cada figura nao se diferenciam entre
si de acordo com o teste de Tukey HSD (< 5%). Barras representam o erro padrao............ccccceeeueee. 49

Figura 10 — Correlagdo de Pearson entre as variaveis “Severidade de Oidio” e “Altura de plantas”.
Chapeco, SC, 2021. R?% coeficiente de determinag&o. r: coeficiente de correlagdo. 320 observagoes.

............................................................................................................................................................. 50
Figura 11 — Correlacdo de Pearson entre as variaveis “Severidade de Oidio” e “indice SPAD”. Chapecd,
SC, 2021. R?: coeficiente de determinacao. r: coeficiente de correlagdo. 320 observagdes................ 50

Figura 12 — Correlacdo de Pearson entre as variaveis “Atividade da FAL” e “Acido Salicilico”. Chapecd,
SC, 2021. R?: coeficiente de determinacao. r: coeficiente de correlagdo. 120 observagdes................ 53

Figura 13 — Diferengas estatisticas entre os blocos para a variavel “Incidéncia de Fusarium nas
sementes/graos”. Chapecd, SC, 2021. Colunas com mesmas letras dentro de cada figura ndo se
diferenciam entre si de acordo com o teste de Tukey HSD (< 5%). Barras representam o erro padréo.

Figura 14 — Correlagdo de Pearson entre as variaveis “Severidade de Giberela” vs. “F. graminearum
na semente” (a), “Severidade de Giberela” vs. “DON na semente” (b) e “DON na semente” vs. “F
graminearum na semente” (c). Chapecd, SC, 2021. R?: coeficiente de determinacéo. r: coeficiente de
Lolo] o F=Tor= T T o o) o1 V2= Lo 1T PR PRRRTR 56

Figura 15 — Diferencas estatisticas entre os tratamentos para as variaveis “Produtividade” (a) e “Peso
de Mil Sementes (PMS)” (b). Chapeco, SC, 2021. Colunas com mesmas letras dentro de cada figura
nao se diferenciam entre si de acordo com o teste de Tukey HSD (< 5%). Barras representam o erro
=T | =T PR 59

Figura 16 — Diferengas estatisticas entre os tratamentos para as variaveis “Comprimento aéreo” (a),
“Comprimento radicular” (b) e “Comprimento total” (c). Chapeco, SC, 2021. Colunas com mesmas letras
dentro de cada figura ndo se diferenciam entre si de acordo com o teste de Tukey HSD (< 5%). Barras
FEPreSENtam O ©T0 PAAIGO. ... .uueiiie ettt e e ettt e e e ettt e e e st ee e e e e e e s aneeeeeee e e s neeeeeeaesanesseeeeesaannseneeans 64

Figura 17 — Disposigéo das miniestufas (a), tratamentos (a) e vasos (b) dentro do Fitotron. Chapecé —



SC, 2022, ..ttt e e e h et e b e et e e e e e et e e n e e e e ne e e s aneeeaa 75

Figura 18 — Curva de calibragéo para quantificagdo de Acido Salicilico em plantas de trigo. Chapecé —

SC, 2022, oo e e e —————e e e e e —————aeeeaa—————aeeaaa————eaeeaaaabareaeeaaanbareaaeeeanrres 79
Figura 19 — Curva de calibragdo para quantificagao de proteina em plantas de trigo. Chapecé — SC,
20022, .o —— et e e —————ee e e e —————eee e e ————teeeaaaa—tateeeeaaa—teeeaeeaaantreeaeeaaanrraeaaeeeanrees 80

Figura 20 — Diferengas estatisticas entre os tratamentos para as variaveis “Transpiracdo — E” (a),
“Condutancia estomatica — Gs” (b), “Taxa fotossintética liquida — A” (c), “Carbono interno — Ci” (d) e
Eficiéncia Instantanea de Carboxilagdo — EiC” (e). Chapecd, SC, 2022. Colunas com mesmas letras
dentro de cada figura nao se diferenciam entre si de acordo com o teste de Tukey HSD (< 5%). Barras
(=T oot T gl e g o I = Yo R o= Lo [ = o T PSP 83

Figura 21 — Diferencas estatisticas entre os tratamentos para as variaveis Rendimento quantico
maximo do PSII (@ro) (a), Probabilidade que um elétron preso no PSII seja transferido de Qa para Qo
(wo) (b), Rendimento quantico do fluxo de transporte de elétrons da Qa para Qb (@eo) (c), Rendimento
quantico do fluxo de transporte de elétrons até o PSI (@ro) (d), indice de desempenho para a
conservacao de energia de fétons absorvidos pelo sistema antena do PSII, para a redugao da Qyp (Plass)
(e), Fluxo de absorgéo por centro de reagéo (RC) (tamanho aparente do sistema antena de um PSII
ativo) (ABS/RC) (f), Fluxo de energia capturado por centro de reacdo (RC) (TRo/RC) (g) e Fluxo de
energia dissipada por centro de reagéo (RC) (Dio/RC) (h). Chapecd, SC, 2022. Colunas com mesmas
letras dentro de cada figura ndo se diferenciam entre si de acordo com o teste de Tukey HSD (< 5%).
Barras representam 0 €0 PAArE0. ......uuiiii i e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e renan—— 85

Figura 22 — Diferencas estatisticas entre os tratamentos para a variavel indice SPAD (a) e Correlagao
de Pearson entre as variaveis “indice SPAD vs. Taxa fotossintética liquida” (b). Chapeco, SC, 2022.
Colunas com mesmas letras dentro de cada figura ndo se diferenciam entre si de acordo com o teste
de Tukey HSD (< 5%). Barras representam o erro padr&o. R?: coeficiente de determinag&o. r: coeficiente
de correlac@o. Figura b: 320 ODSEIVAGOES. .......uuuuiiiiiiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e as 88

Figura 23 — Diferencas estatisticas entre os tratamentos para as variaveis Numero de perfilhos (a) e
Area foliar (b). Chapeco, SC, 2022. Colunas com mesmas letras dentro de cada figura ndo se
diferenciam entre si de acordo com o teste de Tukey HSD (< 5%). Barras representam o erro padréo.

Figura 24 — Diferencas estatisticas entre os tratamentos para as Catalase (CAT) (a), Superoxido
dismutase (SOD) (b), Ascorbato peroxidase (APX) (c), Fenilalanina aménia liase (FAL) (d), Acido
salicilico (AS) (e), e Proteina (f). Chapeco, SC, 2022. Colunas com mesmas letras dentro de cada
figura nao se diferenciam entre si de acordo com o teste de Tukey HSD (< 5%). Barras representam o
=T o3 0= To [ - To TS 92

Figura 25 — Correlagbes de Person para as variaveis “Atividade da FAL” e “Concentracdo de AS” em
plantas de trigo. Correlagdo entre todos os tratamento (a), Correlagdo desconsiderando o controle
negativo (b), Correlagdo apenas para o controle negativo (c), Correlagdo apenas para o tratamento
“Fungicida (3x)” (d), Correlagdo apenas para o tratamento “Carragena (1x)” (e), Correlagdo apenas para
o tratamento “Carragena (1x) + fung. (3x)” (f). Chapeco, SC, 2022. R?: coeficiente de determinacio. r:
coeficiente de correlagdo. Figura a: 165 observagdes, Figura b: 123 observagdes, Figura c: 42
observagoes, Figura d: 41 observagdes, Figura e: 41 observacdes, Figura f: 41 observacgoes. .......... 95

Figura 26 — Diferencas estatisticas entre os tratamentos para as variaveis “Massa seca sem dano” (a)
e “Massa seca com dano” (b). Chapecd, SC, 2022. Colunas com mesmas letras dentro de cada figura
néo se diferenciam entre si de acordo com o teste de Tukey HSD (< 5%). Barras representam o erro
012 e ] =T TR PR STP 98

Figura 27 — O que fazer e o que evitar ao conduzir testes de eliciagdo vegetal.............................. 115



A
a.C.
ADON
ANOVA
APX
AS
BDA
CAT
C
COVs
DA1A
DAMP
d.C.
DON
DTT
E
EDTA
EiC
ELISA
EROs
ETI
ETS
FAL
FHB
FUMO
Gs
HA1A
HLPC
IRGA
MAMP
MANOVA
NBT
PAMP
PH
PMS
POX
ppb - ppm
PRRs
PTI
PVP
PVPP
RAS
RPM
SAR
SNA

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SiMBOLOS

Fotossintese

Antes de Cristo
Acetil-Desoxinivalenol

Analise de variancia

Ascorbato peroxidase

Acido salicilico

Batata Dextrose Agar

Catalase

Carbono interno

Compostos organicos volateis

Dias ap0s primeira aplicagao

Padrao Molecular Associado a Perigo
Depois de Cristo

Desoxinivalenol

Dithiothreitol

Transpiragéo

Acido etilenodiamino tetra-acético
Eficiéncia interna de carboxilacao
Ensaio de imunoabsorgdo enzimatica
Espécies reativas ao oxigénio
Effector Triggered Immunity

Effector Triggered Susceptibility
Fenilalanina amonio liase

Fusarium Head Blight

Fumonisina

Consutancia estomatica

Horas apoés primeira aplicagéo
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Analisador Infra-Vermelho de Gas
Padrao Molecular Associado a Microrganismos nao patogénicos
Analise multivariada de variancia
Tetrazolio nitroazul

Padrdo Molecular Associado a Patégeno
Peso hectolitro

Peso de mil sementes

Polifenol oxidase

Partes por bilhdo — Partes por milhdo
Receptor de Reconhecimento de Padréo
PAMP triggered immunity

Polividona

Polivinil Polipirolidona

Regras de Anélise de Sementes
Rotagdes por minuto

Resisténcia sistémica adquirida
Spezieller Nahrsoffamer Agar



SOD Superoxido dismutase

SPAD Soil-Plant analysis development

UR Umidade relativa

WUE Uso eficiente da agua

ZEA Zearalenona

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

EPAGRI Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa
Catarina

FAO Food and Agriculture Organization of the United Nations

MAPA Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

UFFS Universidade Federal da Fronteira Sul

UTFPR Universidade Tecnolégica Federal do Parana

% Porcento

® registrado

°C Graus celsius

Mg Micrograma

ML Microlitro

pmol Micromol

02 Oxigénio singleto

cm Centimetro

FeCLs Cloreto férrico

g Grama

H20 Agua

H20:2 Peroxido de hidrogénio

ha Hectare

HCI Acido cloridrico

kg Quilo

L Litro

m Metro

M Molar

mg Miligrama

mL Mililitro

mm Milimetro

mM Milimolar

mmol Milimol

NaCIlO Hipoclorito de sédio

nm Nanémetro

NO Nitrato

02~ Radical superoxido

Os Ozbnio

OH Hidroxila

OH* Radical hidroxila

p/v Peso/volume

pH Potencial de hidrogénio

s Segundo

() theta

| iota

K kappa



A lambda

M mu

U nu

PPo Rendimento quantico maximo do PSlI

Wo Probabilidade que um elétron preso no PSII seja transferido de Qa
para Qb

(PEo Rendimento quantico do fluxo de transporte de elétrons da Qa para
Qb

PRo Rendimento quantico do fluxo de transporte de elétrons até o PSI

Plass indice de desempenho para a conservagéo de energia de fotons
absorvidos pelo sistema antena do PSII, para a redug¢ao da Qb

ABS/RC Fluxo de absorgao por centro de reagao (RC) (tamanho aparente
do sistema antena de um PSII ativo)

TRo/RC Fluxo de energia capturado por centro de reagéo (RC)

ETo/RC Fluxo de transporte de elétrons por centro de reagao (RC)

Dio/RC Fluxo de energia dissipada por centro de reagéo (RC)



SUMARIO

1. INTRODUGAO GERAL ...ttt es e eae e e s e e s et e s e senaaeanesesnann 8
1.1 OBUETIVOS .ttt et s bt e e b e e s st e e nr et e e e e e s anreeena 10
1.1.1 (007121 (1Y o T C 1= - | USSR 10

1.1.2 ODbjetiVOs ESPECITICOS ....coiiiiiiiii i 10

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt n e 11
2.1 A CULTURA DO TRIGO ..ottt ettt ettt 12
211 A problematica dO TG0 ... 12

2.2  OSBIOESTIMULANTES EAS ALGAS ...ttt e e e e e e e e enneee e 13
221 L0 14 = o =T o - T PR PPPRRP 15
23 METABOLISMO ESPECIALIZADO (SECUNDARIO) VEGETAL .......cocvovoveveieeeeeeeeeeeeeeeea 16
2.3.1 Ativagdo do metabolismo especializado vegetal com MAMPs, DAMPs e PAMPs........ 16
23.2 O ACIdO SANICIHCO (AS)..ci i e 17

24  COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS (VOCs) E EXPERIMENTOS EM CAMPO ABERTO
............................................................................................................................................... 19

2.5  ELICIAGAO VEGETAL ..ottt ettt n e anen e esene s esen e 21
2.6 ELICIACAO VEGETAL: QUAL O CUSTO? ...oeeeeeeeceeeeeeeeeteeeteee e 22

3 REFERENCIAS ..ottt 24

CAPITULO 01 - ELICIAGAO DE PLANTAS DE TRIGO EM CAMPO ABERTO SOB A FORMA DE

DELINEAMENTO EM BLOCOS CASUALIZADOS.........ccceiienmrrrrrnsssssnrersssssssnssessssssssnnssssssssssmsenses 31
DR | N 2T 5 11071 @ J R 32
2. MATERIAIS E METODOS ......oiuiuiiiiiieieteieiseeiete s sseie ettt sasese e 33
2.1 LOCAL DO EXPERIMENTO ....cutiiiiii ittt ettt e ettt e e e e sttt e e e e s annbae e e e e s ennntaeeeeaeens 33
2.2 DESENHO EXPERIMENTAL E TRATAMENTOS ...ttt e e e e 34
2.3 VARIAVEIS ANALISADAS ...ttt ettt ee et n e en e e 36
2.3.1 Par@metros fiSIOIOQICOS .......uiiiiiiiie et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aa e 36
2.3.2 Par@metros MOITOIOGICOS .......uuuiiiiee ittt e e e ettt e e e e ettt e e e e et e e e s e e ennbe e e e e e sennraeeeeeeennnees 36
2.3.3 Par@metros biOQUIMICOS .....coiiiiiiiee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeas 37
2.3.4 Par@metros fit0SSANITANIOS .......ceeeeieieie i 39
2.3.5 Parametros agrondmicos de rendimento .............uuuiiiiiiiiiiiiiiieeiieee e 40
2.3.6 Parametros qualitativos (patoldgico € micotoXiColOGICO)........ccvvrrireeiiiiiiiiiee e 40
2.3.7 Qualidade de SEMENTE........ooii it e e e e e e e e e e e e e e e eeees 40

2.4 ANALISE ESTATISTICA ...ttt et en e 41

3. RESULTADOS E DISCUSSAD. .......coiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et ean e 42
3.1 PARAMETROS FISIOLOGICOS ......coiiuiimiiiieineieieieie st 42
3.2 PARAMETROS MORFOLOGICOS ...ttt 46
3.3 PARAMETROS FITOSSANITARIOS ... .ottt 48
3.4  PARAMETROS BIOQUIMICOS. ...ttt 51

3.5 PARAMETROS QUALITATIVOS (PATOLOGICO E MICOTOXICOLOGICO)..........c.coon.... 54



3.6 PARAMETROS AGRONOMICOS DE RENDIMENTO ....vveieeeeeee oo, 57

3.7  QUALIDADE DE SEMENTE .......ooiiiiiiiie it 61
A, CONCLUSOES. ..ottt ettt ettt ettt 65
5. REFERENCIAS ......ooiiiiieieieiee ettt ettt sttt sttt s s 66

CAPITULO 02 - ELICIAGAO DE PLANTAS DE TRIGO EM AMBIENTE CONTROLADO SOB A

FORMA DE DELINEAMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO COM MODIFICAGOES................ 71
R N =0 5 111071 OO 72
2. MATERIAIS E METODOS ...ttt nen e 74
2.1 LOCAL DO EXPERIMENTO ....ottiiiieiicieiiee ettt e ettt a e e e st e e e e e e santa e e e e e s e ennraneaaaeens 74
2.2 DESENHO EXPERIMENTAL E TRATAMENTOS ...ttt 74
2.3 VARIAVEIS ANALISADAS ...ttt ee et en et es et s st n s es s eeenensaeteanens 76
2.3.1 Par@metros fiSIOIOQICOS .......coiuiiiiiii et 76
2.3.2 Par@metros MOIfOlOGICOS .........uueiiiieiiiiieie ettt e e e e e e e e e 78
2.3.3 Par@metros biOQUIMICOS ......ccoiiiiiei e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeees 78
2.3.4 Parametros fitoSSANItAMIOS ..........ouiiiiiiiiiiiii e e e e e e 80
2.3.5 ESIre@SSE PO CAlOF ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeneeeeeees 80

2.4 ANALISE ESTATISTICA ..ottt e e en et en e 81

3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ. .......coioeeeeeeeeeteeeeeee et steen e nne 81
3.1 PARAMETROS FISIOLOGICOS ..ottt 81
3.2 PARAMETROS MORFOLOGICOS ...ttt 88
3.3 PARAMETROS BIOQUIMICOS........cccuiiiiiiriiiieirieieeie sttt 90
34  PARAMETROS FITOSSANITARIOS. ......cuiiuiiiiiirireseirieeeineeeisceie s 96
3.5  ESTRESSE POR CALOR ...oiiiiiiiiiiiiiee ettt e e s sttt e e e e s sttt e e e e e s snntaeeeaessanntaneeaaneans 97

4. CONCLUSOES...... oottt et ettt s e e e e e e e ete e e ene e e eee s 99
5. REFERENCIAS ..ottt ettt ettt ss st 100

CAPITULO 03 - COMPARAQAO ENTRE OS EFEITOS DA ELICIAGAO VEGETAL NOS MODELOS
DE EXPERIMENTACAO NO FORMATO DE DELINEAMENTO EM BLOCOS CASUALIZADOS E

DELINEAMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO COM MODIFICAGOES.........ccccounmressennnns 106
1. INTRODUGAOD. ......cuiiiiteieeeie ettt ettt s st s ettt s e s esee 107
2. MATERIAIS E METODOS ......cooiiiiiiiiiieieieisiee ettt 109

2.1 COMPARAGAO DE MEDIAS ...ttt s s 110

2.2 COMPARAGCAO ENTRE DESENHOS EXPERIMENTAIS.........coooiiiiiieieieiieieieieee e 110
3. RESULTADOS E DISCUSSAO......ocuiiiiririeirieieisisteieieisisis sttt nenssensens 111
4. CONCLUSOES. ..ottt e e 116
5. REFERENCIAS ......ooiiiiiieie ettt 116

APENDICES ... oottt ettt ettt ettt ettt 118



1 INTRODUGAO GERAL

Eliciagdo vegetal, também denominada de elicitacdo vegetal ou simplesmente
de inducao de resisténcia, € uma pratica que se baseia na utilizacdo de uma molécula
unica e/ou combinada a outras moléculas (volateis ou n&o) com alta atividade
biolégica, e de estimulos tateis/sonoros capazes de eliciar diferentes
mecanismos/rotas de crescimento e defesa dentro dos vegetais (DUCATTI, 2023).

Essa pratica busca condicionar plantas para elevar suas resisténcias a
estresses bidticos/abidticos decorrentes do meio de cultivo, propiciando a obtencao
de melhores produtividades e melhorando a qualidade dos frutos/graos colhidos
(DUCATTI, TIRONI & MAZARO, 2021b). Nesse contexto, enquadram-se os produtos
agricolas produzidos com a utilizagdo de macroalgas marinhas (SHUKLA et al., 2021).

As macroalgas marinhas (visiveis a olho nu) sdo classificadas de acordo com
suas pigmentacdes e podem ser distribuidas em trés grandes grupos, sendo: algas
marrons (Phaeophyceae), algas verdes (Chlorophyta) e algas vermelhas
(Rhodophyta) (SAHOO; SECKBACH, 2015). Embora o senso comum acredite que
algas sejam todas “iguais”, sabe-se que existe uma grande diferengca genética e
evolutiva entre esses grupos (Figura 1) (SAHOO; SECKBACH, 2015; DUCATTI,
2020).

Relatos da utilizagdo de macroalgas marinhas como fertilizantes datam por
volta do século VIII d.C. (PEREIRA; BAHCEVANDZIEV; JOSHI, 2021). Entretanto, sua
utilizagdo com apelo na bioestimulagao de plantas para mitigacao de estresses
bidticos e/ou abidticos € muito mais recente (YAKHIN et al., 2017). Por crescerem em
ambientes extremamente indspitos, com alta variacdo de salinidade, presséo,
luminosidade, dentre outros, esses macroorganismos tornaram-se capazes de
sintetizar diversas substancias de defesa para superarem os estresses que o0s
acometem durante seu desenvolvimento.

Dessas substancias, incluindo aqui os aminoacidos, fitohormdnios,
osmorreguladores e protetores, vitaminas, dentre outras, as mais importantes sao
aquelas classificadas como polissacarideos exclusivos das algas marinhas e que
possuem grande poder de eliciagdo vegetal, incluindo os famosos alginatos,
laminarinas e fucoidanos (algas marrons), as ulvanas (algas verdes), as carragenas e
os agars (algas vermelhas) (STADNIK; FREITAS, 2014).

A aplicagdo desses polimeros em vegetais demonstra grande poder de

eliciacdo e de estimulo a superagdo de estresses (SHUKLA et al., 2021). As



carragenas, por exemplo, possuem diversos radicais sulfatados com propriedades
bioativas capazes de estimular plantas a aumentarem a concentracao de clorofila, a
taxa fotossintética, enraizamento e absorcao de nutrientes, estimular a atividade de
enzimas de defesa vegetal, estimular a producédo de metabdlitos de defesa, dentre
outros (SAUCEDO; CONTRERAS; MOENNE, 2015; SHUKLA et al., 2016).

Figura 1 — Ciclo evolutivo dos eucariontes.
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MA: milhdes de anos. Fonte: DUCATTI, 2020.

Entretanto, testar moléculas eliciadoras ndo € algo pratico e facil de ser
realizado devido as grandes interferéncias existentes no meio de cultivo dos vegetais.

Dessa forma, para testar o real potencial eliciador de uma molécula/estimulo, e para
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evitar que dados erréneos e tendenciosos sejam gerados, métodos tradicionais de
experimentagcdo devem ser ajustados para impedir intercomunicagdes entre

tratamentos, parcelas e plantas (DUCATTI, 2023).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral
e Avaliar o potencial eliciador de um bioestimulante a base de carragena so-
bre os aspectos de crescimento e defesa de plantas de trigo (Triticum aes-

tivum L.)

1.1.2 Objetivos Especificos

¢ Avaliar, em campo aberto, a eliciagéo vegetal de plantas de trigo conduzidas
na forma de delineamento em blocos casualizados (DBC);

e Avaliar, em ambiente controlado, a eliciagdo vegetal de plantas de trigo con-
duzidas na forma de delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
adaptacoes;

e Comparar os experimentos em DBC e DIC (com adaptagdes) e definir um
modelo para a condugao de experimentos de eliciagdo vegetal com o obje-
tivo de evitar a produgao de dados errébneos e/ou tendenciosos no que se

refere ao potencial eliciador de uma molécula/produto/estimulo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Para uma melhor compreensdo do assunto a ser exposto a seguir, e
culminando com os objetivos desse trabalho, é importante salientar a necessidade,
para a agricultura e industria, da descoberta de produtos naturais e/ou sintéticos,
organicos e/ou inorganicos, capazes de atuar de forma direta e/ou indireta sobre
fungos, bactérias e virus fitopatogénicos, buscando melhorar a qualidade final dos
graos/frutos colhidos e aumentar as produtividades.

E importante também salientar que a agricultura necessita tornar-se mais
sustentavel e menos poluente, por isso, a utilizacdo de moléculas/produtos naturais
associadas a diferentes praticas, como a eliciagcdo vegetal, € fundamental para
aumentar as resisténcias dos cultivos, tornando-os menos suscetiveis ao ataque de
pragas e patégenos.

O grande obstaculo nesse sentido, € como realizar uma correta avaliagao do
potencial eliciador de uma molécula uma vez que as praticas convencionais de
experimentacdo fogem do ideal para a geracdo de dados nao tendenciosos e
incorretos. Muitas vezes, moléculas e produtos eliciadores sdo desclassificados como
benéficos para o controle de pragas/patégenos e para o aumento da produtividade e
qualidade dos cultivos devido a utilizacdo de praticas experimentais que niao se
enquadram como ideais para esse tipo de avaliagao.

O autor desse trabalho nao esta se referindo, muito menos afirmando, que os
delineamentos experimentais, como por exemplo o quadrado latino (DQL), o
delineamento em blocos casualizados (DBC) e o delineamento inteiramente
casualizados (DIC) sao incorretos para experimentos de eliciagdo vegetal. Pelo
contrario, esses delineamentos devem ser utilizados levando em conta todos os
pressupostos da experimentagcdo. Entretanto, as praticas experimentais devem ser
adaptadas a esses delineamentos para que trabalhos de eliciacdo vegetal consigam
estimar o real valor/potencial eliciador de uma molécula/produto.

Essas praticas experimentais devem levar em consideragao o total isolamento
de tratamentos e parcelas, para que nao ocorra a intercomunicacido entre plantas,
evitando assim, que ocorram interferéncias entre diferentes tratamentos. Os principais
vildes nesse caso sao os denominados Compostos Organicos Volateis (VOCs), os
quais séo intensamente produzidos a partir da eliciagao vegetal e, por serem volateis,
conseguem eliciar plantas vizinhas, alterando seus mecanismos de crescimento e

defesa. Vide o trabalho publicado por Ducatti (2023) referente ao assunto.
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2.1A CULTURA DO TRIGO

O trigo, pertencente a familia Poaceae, € a cultura que ocupa a maior area de
produgao do mundo (219,15 milhdes de hectares em 2022) e esta em segundo lugar
como o grao mais produzido a nivel mundial (80,8 bilhdes de toneladas em 2021),
ficando atras apenas do milho (FAO, 2024). Acredita-se que essa cultura tenha tido
sua origem nas regides que hoje abrangem os paises conhecidos como Libano, Siria,
Palestina, Turquia, Israel e Etiopia (LEV-YADUN, 2000) por volta de 9.000 a.C.
(COOPER, 2015).

No Brasil, a introducgao do trigo ocorreu em 1534 (ABITRIGO, 2021). Entretanto,
foi apenas a partir da década de 1950 que a cultura alavancou no Pais (BRUM; HECK,
2005). Atualmente, o Brasil € altamente dependente da importagao de trigo para seu
abastecimento. Em 2023, o Pais importou cerca de 45,23% a mais do que produziu
para atender a demanda do mercado (USDA:FAS, 2024).

2.1.1 A problematica do trigo

Embora o trigo seja a base da alimentagéo e nutricdo humana e animal (DIXON
et al., 2009), essa cultura sofre incessantemente com a incidéncia de doengas como
por exemplo o oidio e a giberela.

A giberela é ocasionada principalmente pelo fungo fitopatogénico F
graminearum (fase sexual: Gibberella zeae). De acordo com McMullen et al. (2012)
entre 1993 e 2001 os EUA perderam mais de US$7,6 bilhdes em decorréncia dessa
doenca em trigo e cevada. Para a América do sul e Europa, as perdas foram
contabilizadas em 70% e 60%, respectivamente (RANDHAWA et al., 2019). No Brasil,
a giberela esta associada a perdas que giram em torno de 18,6% a 39,9% (REIS et
al., 2016). Condigdes ideais para o desenvolvimento da giberela sdo: Umidade
Relativa (UR%) maior que 80%, molhamento entre 8-72 horas e temperatura variando
entre 10 e 30 °C (DEL PONTE et al., 2004; LESLIE; SUMMEREL, 2006).

Outra doencga de importancia econémica para a cultura do trigo € o oidio, o qual
tem como agente causador o fungo fitopatogénico Blumeria graminis f. sp. tritici. De
acordo com Costamilan & Scheeren (2006) essa doenga pode causar perdas de até
62% a cultura no Brasil. O oidio é uma das primeiras doengas a aparecer na cultura
do trigo durante seu desenvolvimento e, ao contrario da giberela, ndo necessita de

intenso molhamento/umidade para seu desenvolvimento. Essa doencga desenvolve-se
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melhor com temperaturas variando entre 10 e 22 °C (COSTAMILAN; SCHEEREN,
2006),

Embora a queda de produtividade ocasionada pela incidéncia dessas doencas
impacte profundamente o setor agricola e a seguranga alimentar das nagdes, outra
problematica associada principalmente a incidéncia de giberela na cultura do trigo diz
respeito a produgdo e acumulo de micotoxinas, especialmente a desoxinivalenol
(DON) (PONTS, 2015), a qual pode ocasionar perdas de até 100% a cultura
(DUVEILLER et al., 2016) devido a inviabilizagéo do uso dos gréos.

Conhecendo os decréscimos em produtividade que a giberela e o oidio podem
trazer as lavouras, € comum a utilizacdo de fungicidas para o controle dessas
doencas. Todavia, acredita-se que o fungo F. graminearum, assim como outros fungos
filamentosos pertencentes ao género Fusarium, possuem mecanismos de defesa
associados a produgéo de micotoxinas (PONTS, 2015), ou seja, ao fazer-se uso de
fungicidas para o controle de oidio e giberela também acaba-se estimulando a
producdo de micotoxinas por Fusarium sp. que sobrevivem a aplicagcdo desses

produtos fitossanitarios.

2.20S BIOESTIMULANTES E AS ALGAS

Por definicao, Vieira (2001) estabeleceu que: “bioesimulantes sdo produtos que
possuem a mistura de dois ou mais reguladores vegetais, ou de reguladores vegetais
com outros compostos de natureza bioquimica diferentes (aminoacidos, nutrientes,
vitaminas)”. Em 2015, o pesquisador Du Jardin descreveu bioestimulantes como
sendo “produtos com base em substancias naturais ou microorganismos que
melhoram a eficiéncia nutricional, a resisténcia a estresses abioticos, a produtividade,
e a qualidade final dos produtos, sem levar em consideracao o conteudo nutricional
que esses produtos possuem”.

Em 2020 o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2020)
definiu bioestimulante como sendo um “produto que contém substancia natural com
diferentes composigdes, concentracdées e proporcdes, que pode ser aplicado
diretamente nas plantas, nas sementes e no solo, com a finalidade de incrementar a
producdo, melhorar a qualidade de sementes, estimular o desenvolvimento radicular,
favorecer o equilibrio hormonal da planta e a germinagdo mais rapida e uniforme,
interferir no desenvolvimento vegetal, estimular a divisdo, a diferenciacdo e o

alongamento celular, incluidos os processos e as tecnologias derivadas do
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bioestimulante”.

Logo apds, em 2021, outros autores definiram bioestimulantes como sendo
“misturas de um ou mais biorreguladores com outros compostos de natureza quimica
diferente como os aminoacidos, as vitaminas e os sais minerais principalmente”
(POSSENTI; MENEGHELLO, 2022).

Embora esses conceitos tenham sido descritos na literatura, o autor desse
presente estudo acredita que todos os conceitos devam ser reformulados. Isso deve-
se ao fato de que bioestimulantes n&o necessariamente necessitam ser originados da
mistura de dois ou mais reguladores vegetais, assim como, bioestimulantes nao
necessariamente necessitam ser provenientes apenas de substancias naturais e/ou
organicas. Um exemplo € a utilizagao de precursores de acido salicilico na agricultura
(Acibenzolar-S-Metil), um bioestimulante orgénico, porém sintético, que € capaz de
estimular varios mecanismos vegetais (KOO et al., 2020), ou, o uso de silicio, um
bioestimulante natural, porém inorganico que possui a fungédo de estimular plantas a
se defenderem de estresses biodticos e abidticos (SARKAR et al., 2022). Entretanto,
ndo apenas substancias fisicas funcionam como eliciadores de plantas, o som e o
toque também podem estimular plantas a se desenvolverem (DUCATTI et al., 2024).

Dessa forma, esse autor sugere como um melhor conceito para bioestimulantes
a seguinte definicao: “produto e/ou mistura de produtos, sintéticos (KOO et al., 2020)
e/ou naturais (SHUKLA et al., 2021), organicos (KAUR et al., 2021) e/ou inorganicos
(SARKAR et al.,, 2022), capazes de estimular direta (KAUR et al., 2021) ou
indiretamente (MARKOVIC et al., 2019), de maneira positiva (BRAMBILLA et al., 2022)
e/ou negativa (WU et al., 2022) mecanismos de crescimento e defesa vegetal, sem
levar em consideracao a quantidade de nutrientes fornecidas por tais produtos e sem
considerar que possuem acgao pesticida” (DUCATTI et al., 2024). Ou seja,
bioestimulantes sdo produtos que estimulam (estimulante) as plantas (bio) a
desenvolver-se e a criar seus proprios mecanismos de defesa, ndo sendo
considerados, e nao tendo fungao direta como pesticida.

Nesse contexto, enquadram-se as micro e macroalgas marinhas. Esses seres
fotossintetizantes além de possuirem milhares de anos de evolugéo (Figura 1), o que
os possibilitou sintetizar e acumular diversos componentes de defesa a fim de
superarem estresses causados em decorréncia de seus habitats de crescimento
(marés, salinidade, temperatura, pressao, etc), também possuem uma diversa gama

de polissacarideos polianiénicos exclusivos e com grande poder eliciador frente aos



15

vegetais (STADNIK; FREITAS, 2014; DUCATTI, 2020).

Dentre os polissacarideos polianidénicos com maior interesse para 0s processos
de eliciagdo dos vegetais encontram-se os alginatos, laminarinas e fucoidanos (algas
marrons — Filo Phaeophyta), as ulvanas (algas verdes — Filo Chlorophyta) e as
carragenas (algas vermelhas — Filo Rhodophyta) (STADNIK; FREITAS, 2014).

2.21 Carragena

As carragenas sao polimeros sulfatados exclusivamente encontrados em algas
vermelhas. Esses polimeros (polissacarideos) podem ser divididos em seis principais
grupos, mas nao os unicos, sendo: iota(1)-, kappa(k)-, lambda(A)-, mu(u)-, nu(u)-, e
theta(©) carragenas. Acredita-se que quanto maior o grau de sulfatacdo das
carragenas (lambda(A), iota(1)- e kappa(k) tendo os maiores graus) mais soluveis em
agua essas se apresentam e maior sua capacidade de eliciagdo vegetal (SHANGA et
al., 2011; SHUKLA et al., 2016).

Em estudos performados por Ducatti et al. (2021 a,b; 2022 a,b), bioestimulantes
a base de carragena foram aplicados no inicio do desenvolvimento das culturas de
trigo, cevada e milho e, apresentaram &timo retorno quanto ao aumento de
produtividade e reducao na biossintese e acumulo de micotoxinas nessas culturas. O
que esses autores também notaram em seus estudos foi que, quanto mais
tardiamente o produto havia sido aplicado a nivel de campo, mais suprimidos haviam
sido os resultados colhidos tanto em produtividade quanto em redugao no acumulo de
micotoxinas.

Diante desses fatos, acredita-se que produtos naturais a base de carragenas
possuem a capacidade de eliciar os vegetais por um longo periodo. Deve-se a essa
hipotese o fato de que cada carragena possui distinto graus de solubilidade, o que
permite com que plantas absorvam diferentes carragenas ao longo do tempo e tenham
processos de eliciacdo continuados até sua senescéncia.

Em um estudo performado por Gunupuru et al. (2019) utilizando extrato de
Ascophyllum nodosum (alginatos + laminarinas + fucoidanos) em combinagdo com
quitosana em plantas de trigo (aplicados em plantas com duas folhas totalmente
desenvolvidas) para supressdo da sintese e acumulo de micotoxinas por F
graminearum, ficou demonstrado a importancia e a capacidade desses polimeros em

eliciar plantas de trigo e ajudar na supressao da sintese e acumulo de micotoxinas.
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2.3METABOLISMO ESPECIALIZADO (SECUNDARIO) VEGETAL

Assim como para os fungos, gragas ao ciclo evolutivo (DALIO, 2013), as plantas
também adquiriram a capacidade de produzir varios componentes de defesa (mais de
200.000 compostos conhecidos (HOUNSOME et al., 2008)) para se proteger contra
estresses bioticos e abiodticos no decorrer de seu desenvolvimento, os famosos
metabdlitos especializados (secundarios) (SHUKLA et al., 2016). Dentre esses
metabdlitos encontram-se aqueles ligados as rotas do acido chiquimico (compostos
fendlicos), do acido mevalénico e do metileritritol fosfato (compostos terpénicos)
(TAIZ; ZEIGER, 2017).

Além desses, uma série de outros componentes de defesa incluindo as
espécies reativas ao oxigénio (EROs - H202, O2™, OH",'O2, etc.), enzimas (CAT, SOD,
FAL, APX, POX, etc.), fitoalexinas e genes/proteinas de defesa vegetal (PR-proteinas)
também sdo amplamente produzidos pelas plantas como resposta a
hipersensibilidade e para a aquisicao da resisténcia sistémica adquirida (SAR) e da
resisténcia sistémica induzida (ISR) (HENRY et al., 2012).

A ativacdo do metabolismo especializado vegetal pode ocorrer através da
utilizacdo de diversas substancias/moléculas/produtos, os famosos bioestimulantes
(FOSKET, 1994). Sabe-se também que as plantas sao sensiveis ao toque e ao som,
dessa forma, estimulos tateis (MARKOVIC et al., 2019) como um simples toque e
estimulos sonoros (GAGLIANO et al., 2017; PLANT DEAFNESS, 2022) também séao

capazes de ativar processos de eliciacdo nos vegetais.

2.3.1 Ativacao do metabolismo especializado vegetal com MAMPs, DAMPs e

PAMPs

Assim como para fatores abidticos (luminosidade, salinidade, metais pesados,
vento, toque, som, etc.), as plantas possuem a capacidade de reconhecimento de
varios padrées moleculares associados a componentes bioticos gragas a proteinas
denominadas PRRs (pattern-recognition receptors), sendo eles os PAMPs (pathogen-
associated molecular patterns), os DAMPs (damage-associated molecular patterns) e
os MAMPs (microbe-associated molecular patterns).

Por definicdo, os MAMPs sao padrdes moleculares especificos existentes em
diferentes organismos nao-patogénicos, como € o caso das carragenas. Esses
padrbes sao reconhecidos pelos vegetais através de estruturas/moléculas/

enzimas/proteinas/etc. ainda ndo totalmente elucidadas (MEJIA-TENIENTE et al.,
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2010), da mesma forma que ocorre com os VOCs (LORETO; D’AURIA, 2022). Em
contrapartida, os DAMPs (padrées moleculares encontrados em insetos) e os PAMPs
(padrées moleculares encontrados em microrganismos patogénicos) sao padroes
moleculares reconhecidos por PRRs especificas. Ao serem reconhecidos esses
padrdes desencadeiam a famosa PTIl (PAMP-Triggered Immunity) (Figura 2) (HENRY
et al., 2012; TAIZ; ZEIGER, 2017).

Ao ser desencadeada, e devido ao processo evolutivo dos patégenos e insetos,
a PTI consegue ser superada através da secregao de genes de aviruléncia por parte
desses organismos (genes de aviruléncia), tornando as plantas novamente
suscetiveis (ETS-> Effector-Triggered Susceptibility). Entretanto, as plantas também
possuem a capacidade, através de sua evolugao, de produzir genes de resisténcia
aos genes de aviruléncia secretados por patdgenos/insetos, tornando-se novamente
resistentes a esses organismos (ETI = Effector-Triggered Immunity) (WIESEL et al.,
2014).

E devido a exatamente esse processo infinito de susceptibilidade/resisténcia, o
qual passa de uma geragdao para a outra, que se baseiam grande parte das
recomendagdes utilizadas para se evitar que produtos fitossanitarios percam sua
efetividade tao rapidamente, como é o caso, por exemplo, da rotagcdo de produtos

fitossanitarios com diferentes mecanismos de acao.

2.3.2 O acido salicilico (AS)

Assim como as algas, todas as plantas terrestres possuem a capacidade de
producao de AS, um composto fendlico produzido por plantas principalmente a partir
da quebra do aminoacido fenilalanina em acido trans-cindmico para a producao de
uma vasta gama de compostos fendlicos de defesa e crescimento (TAIZ; ZEIGER,
2017).

Muitos acreditam que o AS, dentre outros metabdlitos de defesa, seja o grande
beneficio do consumo de vegetais por animais. Muito mais do que uma simples fonte
de vitaminas, fibras, proteinas, carboidratos, etc. os vegetais sdo fontes de varios
componentes de defesa, os quais, quando ingeridos, possuem a capacidade de eliciar
mecanismos de defesa nos animais protegendo-os contra agressdes externas
causadas por agentes patogénicos e por variagbes ambientais. Da mesma forma, e
por alguns desses componentes serem altamente volateis, a presenca de plantas

proximas de animais também pode ajudar a mitigar os efeitos indesejaveis de diversos
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fatores estressantes que os acometem (TALEB, 2014).

Em uma revisao realizada por Hounsome et al. (2008) sao apresentados varios
beneficios provenientes do consumo de vegetais que se relacionam com a presencga
de metabdlitos de defesa nesses organismos além dos componentes comumente
relatados por profissionais da area de nutricdo, como fibras, proteinas, acidos graxos,
entre outros.

Nesse mesmo principio, acredita-se que o AS produzido por plantas apos
eliciagdo com carragena (hipotese: produgéo de grandes quantidades de AS ao longo
do tempo — até a senescéncia) possa ter um efeito benéfico indireto sobre o
metabolismo fungico, levando o fungo a diminuir seu metabolismo e
consequentemente seu crescimento. Essa diminuicdo do metabolismo fungico pode
leva-lo a ndo sentir as agressdes impostas pelo uso de fungicidas e pelas condi¢bes
abidticas que os cercam, reduzindo assim o estresse por ele sentido e
consequentemente ajudando na supressao da sintese de DON (DUCATTI et al. 2021
a,b; 2022 a,b). Isso porque, acredita-se que a sintese de micotoxinas por F.
graminearum seja ocasionada como forma de defesa do fungo contra agentes
estressores (PONTS, 2015).
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Figura 2 — MAMPs, PAMPs, DAMPs e seus mecanismos de agao associados também a formacgéo de

PTls, ETSs e ETls.
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Fonte: Adaptado de DALIO (2013), HENRY et al. (2015), e TAIZ; ZEIGER (2017). Elaborado pelo autor.

Embora, Hao et al. (2019) tenham demonstrado a capacidade de algumas

linhagens de F. graminearum em degradar AS produzido naturalmente por plantas e

utiliza-lo como fonte de carbono para seu crescimento, acredita que a alta quantidade

de AS produzida por plantas apds sua eliciagdo com carragena € capaz de produzir

um efeito indireto sobre os fungos, reduzindo assim a quantidade de micotoxinas por

eles produzidos. Vide os resultados reportados por Ducatti et al. (2021 a,b) com a

utilizacao de carragena e por Gunupuru et al. (2019) utilizando nesse caso alginatos,

laminarinas e fucoidanos associados, ou ndo, a quitosana.

2.4COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS (VOCs) E EXPERIMENTOS EM

CAMPO AB

ERTO

Quando plantas sao eliciadas por fatores bidticos e/ou abidticos, além da
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sintese de diversos componentes de defesa vegetal nao-volateis, também sao
produzidos varios componentes de defesa volateis, os quais sao liberados no ar e
possuem a capacidade de eliciar plantas vizinhas. Praticamente, 20% de todo o CO:
fixado pelas plantas diariamente é liberado novamente a atmosfera na forma de
compostos volateis (BALDWIN, 2010). Além de terem acao sobre outros vegetais e
animais, esses VOCs também sdo fundamentais para a formacao de ozénio (O3) na
atmosfera (PINTO et al., 2010).

Devido ao fato de plantas serem sésseis, esses organismos conseguem tirar
grandes proveitos dos VOCs por elas emitidas, uma vez que plantas vizinhas podem
facilmente reconhecer esses compostos volateis e desencadear processos de defesa
vegetal, condicionando-se a possiveis agressdes (BALDWIN, 2010; MEENTS;
MITHOFER, 2020). Da mesma forma, varios compostos volateis emitidos por
vegetais, possuem a capacidade de repelir e/ou atrair insetos e outros organismos
com o objetivo de promover um melhor desenvolvimento (ex. polinizagéo) e/ou defesa
vegetal (ex. atragdo de organismos predadores de agentes patogénicos vegetais)
(HOLOPAINEN; BLANDE, 2012).

Em estudo realizado em campo aberto com plantas de tabaco (Nicotiana
tabacum) e artemisia (Artemisia tridenta), Karban et al. (2000) identificaram a
presencga, a uma distancia de até trés metros, de compostos volateis acima de niveis
detectaveis (metil-jasmonato) emitidos por plantas de artemisia que haviam sofrido
danos mecanicos. Esses compostos volateis foram capazes de eliciar plantas de
tabaco localizadas proximo de plantas de artemisia. Quanto mais proximo as plantas
de tabaco se encontraram das plantas de artemisia, maiores foram os efeitos positivos
dessa intercomunicacéo.

Para trigo e cevada, Piesik et al. (2013) demostraram que plantas localizadas
a distancias de 1 e 3 metros de plantas eliciadas, tiveram a produgao de seus VOCs
afetada. Plantas localizadas a 1 e a 3 metros de plantas eliciadas produziram uma
quantidade entre 25-50% e 10-25%, respectivamente, de compostos volateis similares
aqueles produzidos pelas plantas eliciadas, demostrando a capacidade de eliciacao e
de interferéncia que plantas eliciadas podem promover em decorréncia da emissao
de VOCs.

N&o obstante, € necessario considerar que o tempo médio de vida desses
compostos volateis, assim como a distancia por eles percorrida pode variar de

segundos a varios dias, sendo esse tempo totalmente dependente da concentragao
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de radicais reativos presentes na atmosfera (principalmente Os e NOs3), da
temperatura, umidade relativa do ar, radiacao, etc. (BLANDE; HOLOPAINEN; LI, 2010;
MEENTS; MITHOFER, 2020). Blande, Holopainen e Li (2010) demonstraram que
concentragdes de O3 acima de 80ppb reduziram a distancia na qual essa sinalizacao
entre plantas ocorreu.

Dessa forma, pode-se considerar que experimentos de indugao de resisténcia
em campo aberto devem ser realizados com parcelas maiores (quanto maior melhor)
e mais espagadas entre si, diminuindo assim ruidos e interferéncias de parcelas
vizinhas em parcelas controle ou que nao receberam eliciadores durante o decorrer
dos testes. Isso explica por que em sua grande maioria, experimentos para a avaliagao
do potencial eliciador de diferentes compostos sobre os vegetais, sdo realizados em
casa de vegetacdo e/ou laboratério (KOLESKA, et al. 2017; BRILLI et al., 2019;
GUNUPURU et al., 2019; ALMEIDA et al., 2022; CRISTINA, et al., 2020).

Além disso, ainda nao foram identificados e nem elucidados os caminhos pelos
quais diferentes VOCs sao percebidos e ou assimilados por plantas (LORETO;
D’AURIA, 2022). Sabe-se que VOCs possuem uma grande capacidade de eliciagao
vegetal, e que inclusive, essa capacidade é superior aquela encontrada em compostos
eliciadores isolados, como por exemplo a carragena (JIN et al., 2021). Isso deve-se
ao fato de que VOCs nao chegam as plantas sozinhos, mas sim, em uma mistura de
componentes volateis, os quais possuem diferentes formas de serem identificados por

plantas, e possuem diferentes agdes nos vegetais.

2.5ELICIAGAO VEGETAL

Conforme exposto anteriormente, a eliciagao vegetal (indugao de resisténcia)
baseia-se na ativacdo e/ou potencializacdo de diferentes rotas do metabolismo
primario e/ou especializado dos vegetais a fim de torna-los mais resistentes a
estresses bidticos e abidticos e auxiliar no aumento de qualidade e produtividade de
graos e frutos (DUCATTI, 2023).

O primeiro relato de eliciacdo vegetal ocorrido a nivel mundial foi em 1901,
quando pesquisadores utilizaram esporos atenuados de Boltrytis cinerea para
aumentar a resisténcia de plantas de begbnias contra essa mesma espécie de fungo
(CONRATH, 2006). Entretanto, foi apenas ap6s a década de 1970 que estudos de

eliciacdo vegetal realmente decolaram no mundo, a partir da descoberta das rotas
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envolvidas na produgdo de metabdlitos de defesa vegetal (metabdlitos
especializados), os quais até entdo eram considerados lixos metabdlicos
(HARTMANN, 2007).

Atualmente, estudos de eliciagdo vegetal sdo performados através de uma
vasta gama de compostos, podendo ser do tipo organico/inorganico, natural/sintético,
ou através de estimulos tateis e/ou sonoros. Independente de qual forma a eliciagao
€ realizada, o objetivo é sempre o mesmo, ativar a hipersensibilidade vegetal
(explosdo oxidativa), levando a aquisicdo da SAR e/ou da SIR, aumentando a
eficiéncia de pesticidas através da utilizacdo das defesas naturais das plantas e
elevando a qualidade e produtividade dos cultivos (DUCATTI, 2023).

2.6 ELICIAGAO VEGETAL: QUAL O CUSTO?

Assim como ocorre para qualquer outro organismo vivo, todo processo
metabdlico, independente se for voltado ao metabolismo primario ou especializado,
envolve um custo energético (NEILSON et al., 2013; BRILLI et al., 2019). Entretanto,
esse custo é geralmente compensado pelos vastos beneficios da eliciagdo vegetal e
o retorno acaba sendo superior ao gasto energético dispendido pelas plantas, vide
varios estudos utilizando eliciadores vegetais com beneficios ndo apenas para a
saude vegetal, mas também com retorno em qualidade e produtividade (DUCATTI et
al., 2021 a,b; PEREIRA et al., 2021).

Embora se descreva o metabolismo especializado (secundario) vegetal como
sendo o metabolismo de defesa das plantas, essa descricao € uma mera simplificacao
e nao reflete o real papel desse metabolismo para os vegetais (NEILSON et al., 2013).
Os metabolismos primario e especializado se completam em todas as etapas de
desenvolvimento das plantas, e dificilmente, ou, apenas em um mundo utdpico,
vegetais conseguiriam prosperar sem a existéncia do metabolismo “especializado”
(ERB; KLIEBENSTEIN, 2020).

Ainda que, de dificil mensuragao (NEILSON et al., 2013; BRILLI et al., 2019;
ERB; KLIEBENSTEIN, 2020), em 2007, Foyer e seus colegas publicaram um trabalho
onde avaliaram os custos de producdo de metabdlitos especializados voltados a
defesa de plantas contra herbivoria. Interessantemente, esses autores calcularam e
reportaram que o custo total da produgcdo de metabdlitos de defesa, em plantas
anuais, representa uma demanda por carbono que pode ser satisfeita com menos de

uma hora de fotossintese plena.
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Ou seja, de acordo com esses autores, correlacoes existentes entre utilizagao
de eliciadores e diminuigao de taxas fotossintéticas e produtividade, estdo muito mais
associadas ao “down-regulation” por parte das plantas e ao refinamento genético de
culturas anuais performados por seres humanos, do que propriamente dito ao custo
metabdlico associado a produgdo desses componentes de defesa (FOYER;
NOCTOR; VAN EMDEN, 2007).

Ja para Bekaert et al. (2012), estudando os custos associados a produgao de
glucosinolatos em Arabdopsis thaliana, reportaram a necessidade de aumentos de
15% nas taxas fotossintéticas para compensar o custo metabdlico envolvido na
producdo de um complexo de 30 glucosinolatos.

Conforme exposto, todo processo de eliciagdo envolve um custo metabdlico
extra que deve ser dispendido pelas plantas. Embora de dificil mensuragao, esses
custos sado superados pelos vastos beneficios associados aos processos de “indugao
de resisténcia” (NEILSON et al., 2013).
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CAPIiTULO 01 - ELICIAGAO DE PLANTAS DE TRIGO EM CAMPO ABERTO SOB
A FORMA DE DELINEAMENTO EM BLOCOS CASUALIZADOS

Doi: https://doi.org/10.55905/revconv.16n.7-057

RESUMO

Como fonte primaria e basica para a alimentagdo humana e animal, é indispensavel o
surgimento de novas tecnologias, praticas agronémicas e produtos para tornar o
cultivo de trigo mais sustentavel e com a geragcdo de grdos/sementes de melhor
qualidade. Esse estudo buscou utilizar dois eliciadores vegetais (Acibenzolar-S-Metil
e Carragena) para condicionar plantas de trigo e assim aumentar a atividade de seus
metabolismos primario e especializado, a fim de proporcionar ganhos qualitativos e
quantitativos a cultura. O estudo foi conduzido em Chapeco-SC no ano agricola de
2021 na forma de delineamento em blocos casualizados com oito tratamentos e quatro
repeticdes. A cultivar utilizada foi a TBio Noble. As variaveis analisadas no decorrer do
trabalho incluiram parametros fisioldgicos, morfoldgicos, bioquimicos, fitossanitarios,
agrondmicos de rendimento, qualitativos (presenga de patdégenos e micotoxinas nas
sementes) e parametros referentes a qualidade das sementes. A utilizagdo dos
eliciadores permitiu a obtencdo de plantas maiores, menor severidade de oidio, e
sementes com maior vigor. Entretanto, acredita-se que o desenho experimental do
trabalho, as condi¢gdes meteoroldgicas e o numero de tratamentos possam ter afetado
significativamente os resultados obtidos. Os eliciadores testados podem ser
recomendados como aditivos aos fungicidas para melhorar a eficiéncia no controle de
doencgas e proporcionar maiores ganhos a cultura.

Palavras-chave: Acibenzolar-S-Metil, Algomel PUSH®, Carragena, Indugédo de

resisténcia, Triticum aestivum.

ABSTRACT

As a staple food for human and animal nutrition, the emergence of new technologies,
agronomic practices and products is essential to make wheat cultivation more
sustainable and with greater quality. This study aimed to use two plant elicitors
(Acibenzolar-S-Methyl and Carrageenan) to condition wheat plants and thus increase
the activity of their primary and specialized metabolism in order to provide qualitative

and quantitative gains to the crop. The study was conducted in Chapec6-SC during
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the harvest season of 2021 in a randomized block design with eight treatments and
four replicates. The cultivar used was TBio Noble. The variables analyzed during the
work included physiological, morphological, biochemical, phytosanitary, yield
components, qualitative parameters (presence of pathogens and mycotoxins in the
kernels) and parameters referring exclusively to seed quality. The use of the elicitors
allowed plants with larger size, lower powdery mildew severity, and seeds with greater
vigor. However, it is believed that the experimental design of the work, the
meteorological conditions and the number of treatments may have significantly
affected the results obtained. The tested elicitors can be recommended as additives to
fungicides to improve efficiency in disease control and provide greater gains to the
crop.

Keywords: Acibenzolar-S-Methyl, Algomel PUSH®, Carrageenan, Resistance

induction, Triticum aestivum.

1. INTRODUGCAO

O trigo, fonte primaria para a alimentagao e nutrigdo humana e animal (DIXON
et al., 2009), é amplamente cultivado mundo a fora (FAO, 2023). Entretanto, as
incidéncias de insetos-pragas e doencgas sobre a cultura geram um grande impacto
sobre a rentabilidade das lavouras e a qualidade dos graos/sementes produzidas
(MCMULLEN et al., 2012; REIS et al., 2016; RANDHAWA et al., 2019).

Um dos grandes entraves da cultura para a obtencao de altas produtividades e
para uma aceitavel qualidade de graos e sementes diz respeito a incidéncia da doenga
Giberela (Fusarium graminearum). Essa doencga, além de causar grandes impactos
econdmicos no que tange a produtividade das lavouras (WEGULO, 2012), também
pode ocasionar perdas de até 100% em decorréncia da incidéncia da micotoxina
desoxinivalenol (DON) sobre os graos da cultura (RANDHAWA et al., 2019).

Uma vez que produtos fitossanitarios, como € o caso dos fungicidas, vém
perdendo sua eficiéncia ao longo dos anos (CORKLEY; FRAAIJE; HAWKINS, 2022),
produtos alternativos acabam ganhando espago. Esses produtos alternativos, quando
aplicados junto aos pesticidas visam, além de aumentar seus efeitos, também atuar
na melhoria quantitativa e qualitativa dos cultivos (MEYER et al., 2022). Enquadram-
se nesses produtos alternativos os eliciadores vegetais.

Eliciadores vegetais, popularmente denominados de indutores de resisténcia,

“elicitores” vegetais ou simplesmente bioestimulantes, sdo produtos que condicionam
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as plantas, reforgando seus metabolismos primario e especializado, e permitindo que
seu crescimento e defesas sejam reforgados (DUCATTI, 2023). Nao é novidade que,
as plantas conseguem sintetizar milhares de compostos de defesa (mais de 200 mil
compostos conhecidos) ao serem expostas a moléculas/estimulos eliciadores e/ou a
estresses bioticos e/ou abioticos (HARTMANN, 2007).

Além disso, acredita-se que a sintese de DON por F. gramineraum esteja
atrelada a um sistema de defesa fungica similar ao sistema de defesa naturalmente
utilizado por vegetais (PONTS, 2015), ou seja, ao ser exposto a estresses, o fungo F.
graminearum sintetiza grandes quantidades de DON para se defender dessas
agressdes (MCMULLEN et al., 2012; PONTS, 1025). McMullen et al. (2012),
demostraram que por nao serem 100% eficientes, o uso de fungicidas acaba
proporcionando uma maior producéo e acumulo de DON sobre os graos de trigo e
cevada proporcionalmente a porcentagem de incidéncia de giberela sobre as plantas.

Dessa forma, buscou-se com o presente trabalho avaliar em campo aberto, na
forma de delineamento em blocos casualizados, o poder eliciador de um
bioestimulante produzido com uma molécula denominada carragena sob plantas de

trigo, visando melhorar a produtividade e aumentar a qualidade de graos e sementes.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 LOCAL DO EXPERIMENTO

O experimento foi desenvolvido na area experimental da Empresa de Pesquisa
e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI) localizada na cidade de Chapecé — SC
(27°06’34”S; 52°40’18”0 e altitude de 623m) durante o ano de 2021. A area possui
um solo classificado como latossolo vermelho distroférrico tipico e encontra-se
localizada em uma regido que apresenta clima mesotérmico umido com verao quente
(Classificagdo Koppen Cfa). Nas tabelas 1 e 2, sdo apresentadas as caracteristicas
fisico-quimicas da area e as condi¢gbes meteoroldgicas mensais encontradas durante

a conducgao dos experimentos.

Tabela 1 — Caracteristicas fisico-quimicas da area experimental utilizada para a condugédo dos
experimentos. EPAGRI, Chapeco, SC, 2021.
Argila (% p/v) pH em H20 P (mg/dm3) K (mg/dm3) Matéria Organica (% p/v)
51,5 5,95 17,3 153,6 3,65
Al (cmolc/dm3) Ca (cmolc/dm3) Mg (cmolc/dm3) Al + H (cmolc/dm?3) CTC pH7,0 (cmolc/dm3)
0,0 3,25 0,55 2,71 13,8
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Tabela 2 — Condigbes meteoroldégicas mensais da area utilizada para a condugdo dos experimentos.
EPAGRI, Chapeco, SC, 2021.

Junho Julho Agosto Setembro Outubro
Temperatura minima média (° C) 13,25 12,78 17,60 20,85 18,65
Temperatura maxima média (° C) 14,19 14,06 18,78 22,33 19,87
Umidade relativa média (%) 81,93 65,01 63,29 63,21 72,50
Precipitacdo mensal (mm) 185,60 56,00 20,20 13,20 323,60

Dados obtidos diretamente da estacdo meteorologica A895 da EPAGRI, Chapecoé, SC, através do site do INMET

(www.bdmep.inmet.gov.br).

2.2 DESENHO EXPERIMENTAL E TRATAMENTOS

A conducgao do experimento foi realizada em blocos casualizados (DBC) com
oito tratamentos e quatro repeticdes. A cultivar utilizada para a condug¢ao dos ensaios
foi a TBIO Noble com uma densidade final de 330 plantas m=. As parcelas possuiram
tamanho de 1,0 x 5,0 metros com linhas de semeadura espagadas em 0,2 metros. O

espagamento utilizado entre parcelas foi de 0,8 metros (Figura 3).

Figura 3 — Disposigéo das parcelas na area experimental. EPAGRI, Chapecé — SC, 2021.

L |

Fonte: Rafael Dal Bosco Ducatti, 2021.



35

A utilizagao do delineamento em blocos casualizados visou “uniformizar” as variagdes
existentes no ambiente experimental a fim de tornar o ambiente onde os experimentos
foram conduzidos o mais homogéneo possivel. Para isso, a area experimental foi
dividida em subareas (blocos), aonde cada uma dessas subareas recebeu, de forma
totalmente aleatoria, todos os tratamentos igualmente repetidos (ZIMMERMAN,
2014).

Diante da analise fisico-quimica realizada na area experimental (Tabela 1),
perspectiva de produtividade e, baseando-se nas recomendagdes de adubacgao e
calagem para o estado de Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Sociedade Brasileira
de Ciéncia do Solo, 2016), a area recebeu no momento da semeadura (16/06/2021),
62 kg ha' de ureia, 100 kg ha™' de fertilizante NPK 09-33-12 e 16 kg ha™' de KCI. Aos
30 e 40 dias apos a emergéncia (24/06/2021) foram aplicados 100 kg ha™' de ureia a
lanco. A colheita das parcelas ocorreu no dia 25/10/2021.

Na tabela 3, descreve-se os tratamentos utilizados para a conducdo do

experimento.

Tabela 3 — Descrigao dos tratamentos, doses e épocas de aplicagao para a condugao dos experimentos
na safra 2021. EPAGRI, Chapeco, SC.

Tratamento* Algomel Bion®1.4™" Fungicida24 Inseticidad+4
Push®1.4™

Controle negativo - - -

Apenas ASM (1x) - 25 g ha -

Apenas Carragena (1x) 1,0 L ha' - -

Apenas fungicida (3x) - - Imidacloprid + Bifen-

ASM (1x) + fungicida (3x) - 25 g ha Trifloxystrobin + thrin (200 mL ha")

ASM (2x) + fungicida (3x) - 25 g ha Prothioconazole

Carragena (1x) + fungicida (3x) 1,0 L ha' - (500 mL ha')

Carragena (2x) + fungicida (3x) 1,0 L ha' -

Taplicagdo dos eliciadores ocorreu no inicio da fase de perfilhamento (GS20 — 16/07/2021) (1x), e inicio do
perfilhamento (GS20 — 16/07/2021) + inicio do florescimento (GS60 — 03/09/2021) (2x), em mistura com o fungicida
utilizado (ZADOKS et al., 1974).

2foram realizadas um total de 03 aplicagdes de fungicidas seguindo os principios ativos e dosagens descritas na
tabela acima. As aplicagdes ocorreram no inicio do perfilhamento (GS20), inicio do emborrachamento (GS40) e
inicio do florescimento (GS60). O fungicida utilizado foi o Fox®. Para todas as aplicacdes foi utilizado 500 mL.ha"!
de Aureo® (adjuvante).

30 inseticida foi aplicado conforme necessidade. Para todas as aplicagdes foi utilizado 500 mL.ha! de Aureo®
(adjuvante).

4a aplicagdo de pesticidas (fungicidas e inseticidas) e dos eliciadores foi realizada utilizando pulverizador costal de
precisdo pressurizado com CO2 e um volume de calda correspondente a 200 L ha' (100 mL de calda por parcela).
*o controle de ervas daninhas foi feito de forma manual.

**Algomel PUSH® é um produto comercial a base de algas vermelhas produzido com algas da espécie Solieria
chordalis.

***ASM (Acibenzolar-S-Metil) é registrado junto ao Ministério da Agricultura, Agropecuaria e Abastecimento (MAPA)
como um eliciador vegetal sintético produzido e comercializado com a marca Bion® pela empresa Syngenta®.
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2.3 VARIAVEIS ANALISADAS
2.3.1 Parametros fisiolégicos
Os parametros fisiologicos foram mensurados aos 1, 8, 15 e 22 dias apos a

primeira aplicagdo dos eliciadores (DA1A) e aos 1, 8 e 15 dias apds a segunda
aplicacao dos eliciadores (DA2A). Para a avaliagcdo dos parametros fisioldgicos foi
utilizado um Infra-Red Gas analyzer (IRGA — Lcpro-SD Serial N° 33961 — ADC
BioScientific Ltd, Hoddesdon, UK) ajustado para saturacédo de luz constante (1500
umol.m?2.s") (LI-COR, 2015). Todas as medigdes foram realizadas entre as 8 — 12
horas da manha. Os parametros diretamente determinados pelo IRGA foram:

o Condutancia estomatica (GS - mol m2s™)

e Concentragéo interna de CO2 (Ci — umol CO2 mol")

e Transpiragédo (E — mmol H20 m2 s™)

o Taxa Fotossintética Liquida (A — umol CO2 m? s™)

Através desses parametros foi possivel o calculo da:
o Eficiéncia instantanea de carboxilagao (A/Ci) — EiC
o Eficiéncia do uso da agua (A/E) — WUE

Para a medigdo com o IRGA foram utilizadas trés plantas (medi¢cdes) por
parcela. Cada analise foi considerada valida apenas quando da estabilizacdo das
leituras realizadas pelo equipamento apods a clipagem das folhas (tempo médio de 2
minutos por leitura).

Além desses parametros, foi utilizado um leitor de clorofila (atLEAF PLUS
Chlorophyll meter — Wilmington, Dellaware, USA) para a medi¢do do indice SPAD
(medigédo nao destrutiva do teor de clorofila das plantas), realizando-se 10 medigbes
por parcela. Todas as medicdes, tanto para o IRGA quanto para o clorofildmetro foram
realizadas apenas com plantas da linha central de cada parcela, desconsiderando-se

as bordaduras e sempre na ultima folha totalmente distendida.

2.3.2 Parametros morfolégicos
A altura de 10 plantas aleatérias da linha central de cada parcela foi checada
aos 1, 8, 15 e 22 DA1A e aos 1, 8 e 15 DA2A. A medigao da altura das plantas foi

realizada com a utilizagdo de uma régua convencional com um metro de comprimento
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(mesma régua para todas as medi¢des). Para a medigdo da altura de plantas, foi

utilizada sempre a ultima folha totalmente distendida.

2.3.3 Parametros bioquimicos

Foram analisadas as atividades enzimaticas das enzimas CAT, SOD e FAL as

0, 24, 48, 96 e 192 horas ap6ds a primeira aplicacao dos eliciadores (HA1A) e as 0, 24,

48, 96 e 192 horas apos a segunda aplicagao dos eliciadores (HA2A) seguindo as

metodologias propostas por Monteiro & Lima (2017a, b, c).

A enzima CAT (MONTEIRO & LIMA, 2017a) foi extraida utilizando-se
tampao extrator constituido por fosfato de potassio 100 mM e pH 7,5. Ao
tamp&o extrator foram adicionados 1,3 mM EDTA, 3mM DTT e 0,3 g L
PVPP. A determinacdo da atividade da enzima CAT foi realizada
utilizando-se tampdo de determinacdo constituido por fosfato de
potassio 100 mM, pH 7,5, sem adicdo de EDTA, PVPP e DTT. Solugéo
de 50 mM peroxido de hidrogénio (H202) foi preparada para
determinagao da atividade da CAT. Uma amostra de 100 mg de tecido
vegetal (folha), mantida em ultra freezer, foi macerada em nitrogénio
liquido, adicionada de 2,5 mL de tamp&o extrator e centrifugada por 25
minutos a 10.000 rpm (centrifuga refrigerada a 4 °C (SIGMA 3-18KS)). A
verificagdo da atividade enzimatica da CAT foi realizada em
espectrofotdmetro (Analytik Jena SPECORD 200 PLUS) (240 nm),
verificando-se a extingdo do H202 por um minuto com leituras espagadas
a cada 10 segundos. Todo o processo de extracao e quantificacdo da
atividade enzimatica foi realizado no “escuro”.

A enzima SOD (MONTEIRO & LIMA, 2017b) foi extraida utilizando-se
tampéao extrator constituido por fosfato de potassio 100 mM e pH 7,5. Ao
tampao extrator foram adicionados 1,3 mM EDTA, 3mM DTT e 0,3 g L™
PVPP. A determinagdo da atividade da enzima SOD foi realizada
utilizando-se tampao de determinacao constituido por fosfato de sédio
52,5 mM, pH 7,8. Solugbes de 0,4 mM NBT, 12,6 mM d EDTA, 20 uM
riboflavina e 60 mM metionina também foram produzidas para
determinagdo da SOD. Uma amostra de 100 mg de tecido vegetal

(folha), mantida em ultra freezer, foi macerada em nitrogénio liquido,
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adicionada de 2,5 mL de tampéao extrator e centrifugada por 25 minutos
a 10.000 rpm (centrifuga refrigerada a 4 °C (SIGMA 3-18KS)). A
verificagdo da atividade enzimatica da SOD foi realizada em
espectrofotometro (Analytik Jena SPECORD 200 PLUS) (560 nm),
verificando-se a atividade necessaria para inibicdo de 50% da
fotorreducdo do NBT. Todo o processo de extragdo e quantificacdo da
atividade enzimatica foi realizado no “escuro”.

A enzima FAL (MONTEIRO & LIMA, 2017c) foi extraida utilizando-se
tampao extrator constituido por borato de sodio 0,1 mM, pH 8,8 e
acrescido de 5% p/v de PVP + 1,2 mL L' de B-mercaptoetanol. A
determinagao da atividade da enzima FAL foi determinada utilizando-se
tampao de determinagéao constituido por borato de sédio 0,2 mM, pH 8,8.
Solugdes de 0,1 M de fenilalanina e acido cloridrico (HCI) 6N também
foram produzidas para determinagédo da FAL. Uma amostra de 50 mg de
tecido vegetal (folha), mantida em ultra freezer, foi macerada em
nitrogénio liquido, adicionada de 5 mL de tampao extrator e centrifugada
por 25 minutos a 12.000 rpm (centrifuga refrigerada a 4 °C (SIGMA 3-
18KS)). A verificagdo da atividade enzimatica da FAL foi realizada em
espectrofotometro (Analytik Jena SPECORD 200 PLUS) (290 nm),
verificando-se a extingao da fenilalanina. Todo o processo de extracéo e

quantificacao da atividade enzimatica foi realizado no “escuro”.

Também se verificou a concentragéo interna de acido salicilico as 0, 24, 48, 96

e 192 horas apés a primeira aplicagao dos eliciadores (HA1A) e as 0, 24, 48, 96 e 192

horas apos a segunda aplicagao dos eliciadores (HA2A) para os tratamentos controle

negativo, apenas fungicida (3x) e para os tratamentos que receberam a aplicagéo do

bioestimulante Algomel PUSH® + fungicida, seguindo a metodologia proposta por
Warrier et al. (2013).

O AS (WARRIER et al., 2013) foi quantificado utilizando-se tampéo
extrator constituido por 100 ppm de acido salicilico e solugéo de 0,1%
de cloreto férrico (FeCL3). Uma amostra de 100 mg de tecido vegetal
(folha), mantida em ultra freezer, foi macerada em nitrogénio liquido,
adicionada de 2 mL de tampao extrator (100 ppm AS) e centrifugada por
10 minutos a 10.000 rpm (centrifuga refrigerada a 4 °C (SIGMA 3-
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18KS)). Ao entrar em contato com o FeCL3 o acido salicilico forma um
complexo de coloragao violeta possibilitando a medigao da extingdo do
FeCLs a 540 nm (Analytik Jena SPECORD 200 PLUS). Uma curva de
calibragao foi realizada utilizando-se as concentragdes de 0, 1, 10, 50 e
100 ppm para determinagcdo do AS. Abaixo, encontra-se a curva de
calibragdo produzida e utilizada para a realizagao da quantificacdo de

AS nas amostras analisadas.

Figura 4 — Curva de calibragdo para quantificagdo de Acido Salicilico em plantas de trigo. Chapecd,
SC, 2021.
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2.3.4 Parametros fitossanitarios

A severidade da doenga foliar oidio (Blumeria graminis) foi determinada a cada
14 dias com leituras no inicio do perfilhamento (23/07/2021) até o florescimento
(10/09/2021), num total de cinco leituras. Para essas determinagdes foram checadas
10 plantas da fileira central de cada parcela e atribuida uma porcentagem de
incidéncia em relagao a area foliar total das plantas amostradas (DOMICIANO et al.,
2013). Apds as avaliagdes, foi determinada a Area Abaixo da Curva de Progresso da
Doenga (AACPD) (ROESE et al., 2012).

A severidade de giberela (F. graminearum) foi contabilizada iniciando-se a partir
do florescimento (GS60) (10/09/2021). As leituras (cinco no total) foram realizadas a

cada 7 dias e tiveram sua ultima analise realizada no dia 08/10/2021. A incidéncia de
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giberela foi determinada checando-se 30 espigas aleatorias da fileira central dentro
de cada parcela (STACK; MCMULLEN, 2011) e atribuida uma média geral de
incidéncia. As analises de doengas foliares e de giberela foram todas realizadas entre

as 8 e 10 horas da manha.

2.3.5 Parametros agronomicos de rendimento

O peso de mil sementes (PMS), o peso hectolitro (PH) e o rendimento total
(kg.ha') dos tratamentos foram determinados. O PMS foi obtido contando-se e
pesando-se 1000 sementes por parcela experimental (Sanick ESC 2008). O PH foi
estimado utilizando-se um recipiente de volume conhecido e extrapolando o valor
obtido para volume de um hectolitro. O rendimento total foi estimado colhendo-se a
parcela inteira, pesando-se o volume colhido e extrapolando o valor obtido para um
hectare. Para o calculo dos parametros agronémicos de rendimento o peso das

amostras foi ajustado para umidade padréao de 13%.

2.3.6 Parametros qualitativos (patoldégico e micotoxicolégico)

Um total de 200g de graos de cada parcela foi enviado ao laboratério Mercolab®
para serem analisados quanto a contaminagao por DON via teste de ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) de alta sensibilidade (AgraQuant Deoxynivalenol Assay
Kit. Lote 1000007221).

Os testes patoldgicos foram realizados utilizando-se 100 sementes por parcela.
As sementes foram desinfestadas com Hipoclorito de Sodio (NaClO) (50%),
transferidas para uma germ-box contendo meio BDA + antibiético e encubadas por
sete dias (25 °C e 12 horas fotoperiodo). As sementes foram consideradas infectadas
quando crescimento fungico foi observado. Apds encubadas, as sementes foram
analisadas em estetoscépio para checar a porcentagem de incidéncia de F

graminearum.

2.3.7 Qualidade de semente

Testes de germinagdo das sementes provenientes de cada tratamento foram
realizados seguindo as metodologias descritas nas Regras para Analise de Sementes
(RAS) (MAPA, 2009). Para tanto, utilizou-se substrato do tipo Papel Germitest

contendo volume de agua equivalente a duas vezes o peso total do substrato utilizado.
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Foram realizadas quatro repeticdes por parcela, cada repeticdo contendo 50
sementes. Anteriormente ao inicio dos testes, as sementes foram pré-secadas em
estufa de circulagéo de ar forgada por sete dias (30-35 °C) e entdo colocadas sob
resfriamento (5 — 10 °C) por um periodo de cinco dias. As sementes foram
acondicionadas entre papeis (quatro papeis no total, sendo dois sob as sementes e
dois sobre as sementes) e embrulhadas na forma de rolo. Os rolos foram acomodados
dentro de bacias plasticas contendo agua e colocados em germinador na posigao
vertical sob temperatura constante de 20 + 2 °C e auséncia de luz. As leituras para
plantulas normais, anormais e sementes ndo germinadas foram realizadas aos 4 e 8
dias apods o inicio do teste.

Testes de vigor das sementes também foram realizados para cada tratamento
seguindo o Método de “Comprimento de Plantula” descrito no Manual de Vigor de
Sementes: Conceitos e Testes (KRZYZANOWSKI et al., 1999) com modificagcdes. O
teste foi conduzido em Papel Germitest (4 folhas) umedecidos com volume de agua
duas vezes o peso total do substrato utilizado. As sementes, em fileiras Unicas, foram
acondicionadas na parte superior do Papel Germitest, o papel foi enrolado, e os rolos
acomodados na posicao vertical dentro de bandejas contendo agua. Os rolos, dentro
das bandejas, foram entdo colocados em camera germinadora sob temperatura
constante de 20 + 2 °C e auséncia de luz. A medicado do comprimento da parte area e
da raiz foi realizado utilizando-se régua milimetrada aos 8 dias apds instalagao do

experimento. Foram utilizadas 10 sementes por parcela.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados coletados foram primeiramente submetidos a verificacdo de
outliers (dados que evidentemente se diferenciam dos demais — Teste de Amplitude
Interquartilica) com seus respectivos descartes e posteriormente foi verificada a
analise de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk Test). Na observancia de uma
distribuicdo ndo normal dos residuos, os dados foram tratados (tratamentos descritos
nas tabelas e figuras caso existam) para aderirem a uma distribuicdo normal. Dados
que, mesmo apo6s tratamento apresentaram distribuicido fora de normalidade, foram
analisados com testes nao-parameétricos.

Dados com distribuicao normal foram submetidos a analise de variancia (One-
way-ANOVA) e suas médias, quando significativas (< 5%), foram comparadas pelo

teste estatistico Tukey HSD (< 5%). Os dados que apresentaram distribuicdo fora de
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normalidade, mesmo apos tratamento, foram submetidos ao teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis e suas médias, quando significativas (< 5%), foram comparadas pelo
teste estatistico Friedman Rank Test (< 5%).

Correlagdes lineares de Pearson foram utilizadas para se verificar as relagbes
entre algumas variaveis avaliadas nesse trabalho. Analises de multivariancia
(MANOVA) foram realizadas para a verificagdo da relagdo de diferentes variaveis
dependentes sobre outras variaveis analisadas no trabalho. A Area Abaixo da Curva
de Progresso da Doenga também foi calculada para a severidade de oidio utilizando-
se integracéo trapezoidal, conforme demonstrado por Roese et al. (2012).

Todas as anadlises estatisticas do trabalho em questado foram realizadas via
JMP® Pro 14.0.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para facilitar a compreensao dos resultados e evitar um acumulo exagerado de
dados, optou-se por apresentar as variaveis analisadas como média de todas as
leituras realizadas. Mesmo assim, os valores médios de cada uma das leituras podem

ser encontrados nos apéndices desse trabalho.

3.1PARAMETROS FISIOLOGICOS

Para os parametros fisiolégicos analisados, diferengas significativas entre as
médias dos tratamentos foram encontradas apenas para o parametro “Taxa
Fotossintética Liquida (A)”. O feito do bloco foi significativo para os paréametros
“Transpiragéo (E)”, e “Eficiéncia do Uso da Agua” (WUE) (Tabela 4). Valores médios

de cada uma das leituras realizadas podem ser encontrados no Apéndice A.

Tabela 4. Resultado da analise de variancia para os parametros fisiolégicos analisados através da
utilizagdo do IRGA (Infrared Gas Analyzer). Chapeco6 — SC, 2021.

Parémetro  Fator Graus de Soma dos Média dos F p valor
Liberdade  Quadrados Quadrados
Tratamento 7 168,4328 24,0618 0,6030 0,7507
. Bloco 3 104,0851 34,6950 0,8695 0,4628
c Erro 53 2114,9004 39,9038
Total 63 2387,4183

E Tratamento 7 1,2962 0,1851 0,8653 0,5398
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Bloco 3 11,7977 3,9325 18,3774 < 0,0001*

Erro 53 11,3415 0,2139

Total 63 24,4354

Tratamento 7 0,0182 0,0026 0,6945 0,6763

Bloco 3 0,0251 0,0083 2,2326 0,0951
Gs Erro 53 0,1992 0,0037

Total 63 0,2426

Tratamento 7 22,8247 3,2606 2,3049 0,0397*
A Bloco 3 5,6704 1,8901 1,3361 0,2725

Erro 53 74,9765 1,4146

Total 63 103,4717

Tratamento 7 0,000401 0,000057 2,1379 0,0552

] Bloco 3 0,000094 0,000032 1,1764 0,3275

Eic Erro 53 0,001420 0,000027

Total 63 0,001916

Tratamento 7 0,2547 0,0363 0,6706 0,6959

Bloco 3 2,3429 0,7809 14,3901 <0,0001*
WUE Erro 53 2,8764 0,0542

Total 63 5,4741

*significativo para o teste F (< 5%). Ci (Concentragéo interna de CO2 - pmol CO2 mol'), E (Transpiragdo - mmol
H20 m2 s1), GS (Condutancia estomatica - mol m2 s), A (Taxa fotossintética liquida - ymol CO2 m2 s), EiC

(Eficiéncia instantanea de carboxilagédo - A/Ci), WUE (Eficiéncia do uso da agua - A/E).

Ao se analisar o efeito dos tratamentos referentes a variavel “Taxa fotossintética
liquida” (A), observou-se que os unicos tratamentos que se diferenciaram entre si
foram os tratamentos “Apenas fungicida” e “ASM (2x) + Fungicida (3x)”. Os demais
tratamentos foram similares entre si e entre os tratamentos “Apenas fungicida” e “ASM
(2x) + Fungicida (3x)”.

Em relagéo ao efeito do bloco, o bloco 01 foi 0 que se diferenciou do demais
para ambos os parametros. No caso da WUE, o bloco 01 apresentou os maiores
valores, se diferenciando estatisticamente dos demais blocos. Para a transpiragéo (E),
o bloco 01 apresentou os menores valores e se diferenciou estatisticamente dos
demais. Os demais blocos nao se diferenciaram entre si para ambos os parametros
(Figura 5 a,b,c).

Embora o tratamento “Apenas Fungicida” tenha apresentado um maior valor
para a taxa fotossintética liquida, esse valor foi apenas diferente do tratamento “ASM

(2x) + fungicida (3x)”. Quando os eliciadores foram utilizados, as taxas fotossintéticas
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foram menores e aproximaram-se daquelas observadas para a testemunha negativa.
Liu et al. (2021) demostrou que o uso de fungicidas a base de difenoconazol afetaram
o desenvolvimento de plantas de trigo. Esses autores sugerem que o desenvolvimento
do trigo foi afetado devido a explosdo oxidativa ocasionada pela utilizagdo dos
fungicidas (producéo de espécies reativas ao oxigénio (EROs) e, consequentemente,
a reducao de clorofila causada pelas EROs.

O fungicida utilizado no presente trabalho € a base de Trifloxystrobin +
Prothioconazole, porém pode também ter afetado de forma negativa a sintese de
clorofila e as taxas fotossintéticas das plantas de trigo. Dessa forma, o tratamento
“Apenas fungicida” pode ter apresentado uma maior taxa fotossintética liquida em
relacédo ao tratamento “ASM (2x) + fungicida (3x)” apenas como uma coincidéncia das
mensuragdes realizadas, uma vez que, os outros tratamento que também receberam

fungicida apresentaram se estatisticamente similares.

Figura 5 — Diferencgas estatisticas entre os blocos para as variaveis “Transpiragdo” (a) e “Uso eficiente
da agua” (b), e entre os tratamentos para a variavel “Taxa fotossintética liquida” (c). Chapecd, SC,
2021. Colunas com mesmas letras dentro de cada figura n&o se diferenciam entre si de acordo com o

teste de Tukey HSD (< 5%). Barras representam o erro padréo.
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Outro fator que pode ter afetado consideravelmente os resultados reportados
para os parametros fisioldgicos, diz respeito ao desenho experimental do trabalho.
Nesse desenho experimental possibilitou-se a intercomunicacao entre os diferentes
tratamentos através da emissdo de VOCs pelas plantas. Trabalhos de eliciagao
vegetal realizados em campo aberto e/ou com parcelas experimentais pequenas e
muito préximas umas das outras tendem a gerar grandes ruidos nos resultados
obtidos (Piesik et al. (2013). Por isso, adaptagcbes aos modelos experimentais
existentes devem ser consideradas para esses estudos.

Em contrapartida, o indice SPAD foi afetado significativamente pelos
tratamentos, assim como pelo bloco (Tabela 5). Valores médios de cada uma das

leituras realizadas podem ser encontrados no Apéndice B.

Tabela 5. Resultado da analise de variancia para o indice SPAD. Chapeco — SC, 2021.

Parametro Fator Graus de Soma dos Média dos
F p valor
Liberdade Quadrados  Quadrados
Tratamento 7 83,2586 11,8941 2,3663 0,0228*
Bloco 3 50,7977 16,9326 3,3688 0,0189*
SPAD
Erro 309 1553,1394 5,0263
Total 319 1687,1956

*significativo para o teste F (< 5%).

Conforme pode ser observado na tabela 5, tanto os tratamentos como os blocos
tiveram efeitos significativos nos valores reportados para o indice SPAD. O bloco que
apresentou os maiores valores de SPAD foi o bloco 04, enquanto o bloco com os
menores valores foi o bloco 01. Ao se fazer uma correlagdo entre as variaveis
fisiologicas apresentadas na figura “5a” e “5b” pode se observar que o bloco que
apresentou a maior taxa de transpiragao também foi o bloco que apresentou os
maiores indices SPAD. Da mesma forma, o bloco com o melhor WUE foi o que
apresentou os menores indices SPAD. Os blocos 2 e 3 ndo se diferenciaram
estatisticamente dos blocos 1 e 4 para o indice SPAD. Soares et al. (2021) também
reportaram maiores indices SPAD para aqueles tratamentos que apresentaram
maiores taxas de transpiragao.

Ja com relacao aos tratamentos “apenas fungicida”, “ASM (1x) + fungicidas

(3x)” e “Carragena (1x) + fungicidas (3x)”, foram esses os tratamentos com os
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melhores valores para o indice SPAD. A utilizacdo de duas aplicacdes de eliciadores
nao trouxe beneficios extras as plantas em relagcdo aos parametros fisiolégicos
analisados (Figura 6).

Figura 6 — Diferencas estatisticas entre os blocos (a) e tratamentos (b) para a variavel “indice SPAD.
Chapecd, SC, 2021. Colunas com mesmas letras dentro de cada figura ndo se diferenciam entre si de

acordo com o teste de Tukey HSD (< 5%). Barras representam o erro padrao.
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3.2PARAMETROS MORFOLOGICOS

O unico parametro morfoldgico analisado neste estudo foi referente a altura das
plantas. Na média de todas as leituras realizadas, observou-se uma notavel
interferéncia dos tratamentos e dos blocos sob esse parametro, conforme
apresentado na tabela 6. Valores médios de cada uma das leituras realizadas podem

ser encontrados no Apéndice C.

Tabela 6. Resultado da analise de variancia para a altura de plantas. Chapeco — SC, 2021.

Parametro  Fator Graus de Soma dos Média dos F p valor
Liberdade @ Quadrados Quadrados
Tratamento 7 202,6395 28,9485 18,6695 < 0,0001*
Altura de Bloco 3 36,1971 12,0657 7,7814 < 0,0001*
Plantas Erro 309 479,1289 1,5506
Total 319 717,9656

*significativo para o teste F (< 5%).

Os eliciadores apresentaram o6timas respostas para ajudar no incremento da
altura das plantas quando aplicados junto aos fungicidas. Entretanto, quando foram
aplicados apenas uma unica vez, os resultados superaram aqueles observados
quando da aplicacdo repetida dos eliciadores. Goérlach e seus colegas (1996) ja

haviam mencionado que uma unica aplicagao de eliciadores em plantas de trigo era o
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suficiente para condiciona-las durante todo seu ciclo. Também relataram em seus
estudos com precursores de acido salicilico que, multiplas aplicagdes de eliciadores
poderiam acarretar efeitos contrarios aqueles desejados.

Na figura 7, sdo apresentadas as comparagdes de médias entre os tratamentos
e blocos. O bloco que mais se destacou foi o bloco 02, o qual se diferenciou

estatisticamente apenas do bloco 04.

Figura 7 — Diferengas estatisticas entre os blocos (a) e tratamentos (b) para a variavel “Altura de
Plantas. Chapecd, SC, 2021. Colunas com mesmas letras dentro de cada figura nao se diferenciam

entre si de acordo com o teste de Tukey HSD (< 5%). Barras representam o erro padro.
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A aplicagao de “apenas fungicidas” nao surtiu um efeito para o incremento da
altura das plantas se comparado aos tratamentos que nio receberam aplicagdes de
fungicidas. Para Liu et al. (2021), o uso de fungicidas pode acarretar redugao do indice
de clorofila nas plantas, o que levaria a uma menor produgdo de carboidratos e
consequentemente, a um desenvolvimento mais lento. Entretanto, isso nao foi
observado nesse presente estudo, uma vez que as parcelas que receberam fungicidas
apresentaram os maiores teores de clorofila (Figura 6).

A constatacao de que o bloco 04 e o tratamento “apenas fungicidas”, os quais
apresentaram maiores teores de clorofila (Figura 6), e apresentaram plantas com
menores portes, pode estar correlacionado a outros fatores que vao além do teor de
clorofila. Em uma analise simples entre os parametros “altura de plantas” e “indice
SPAD”, observou-se que a correlacdo entre esses valores foi de apenas 9,2%,

conforme demonstrado na figura 8.
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Figura 8 — Correlacdo de Pearson entre as variaveis “indice SPAD” e “Altura de plantas”. Chapeco,
SC, 2021. R?: coeficiente de determinacéo. r: coeficiente de correlagéo. 320 observagoes.
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3.3PARAMETROS FITOSSANITARIOS

Os parametros fitossanitarios analisados nesse estudo foram a severidade de
oidio e giberela. De acordo com os dados coletados durante o decorrer do estudo, os
blocos e os tratamentos influenciaram na severidade do oidio, enquanto a severidade
da giberela nao foi influenciada por nenhum desses fatores (Tabela 7). Valores médios

de cada uma das leituras realizadas podem ser encontrados no Apéndice D.

Tabela 7. Resultado da anadlise estatistica para a severidade de oidio e giberela. Chapecé — SC, 2021.

Parametro  Fator Graus de Soma dos Média dos F'
Liberdade Quadrados  Quadrados ChiSq? p valor
Tratamento 7 8825,188 1260,74 159,2485 <0,0001*
Oidio’ Bloco 3 132,542 44,18 5,5806 0,0010*
Erro 309 2446,296 7,92
Total 319 11404,027
Giberela? - 7 - - 0,0021 1,000

'dados paramétricos. Analise de variancia
2dados ndo paramétricos. Friedman Rank Test.

*significativo para o teste F (< 5%).

A nado observancia de altas infestagdes de giberela podem estar associadas ao
ano seco. Baixas precipitagdes foram observadas durante o desenvolvimento dos
testes, e de acordo com Del Ponte et al. (2004), a ocorréncia de giberela em lavouras
de trigo é favorecida com temperaturas variando entre 5 — 35 °C e molhamento entre
18 — 72 horas, condi¢cdes nado observadas durante o decorrer dos experimentos.

Em contrapartida, a ocorréncia de oidio, por ndo necessitar de intenso
molhamento (COSTAMILAN; SCHEEREN, 2006), se beneficiou das condigdes
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climaticas e foi registrada com altas taxas de severidade durante o decorrer do
trabalho. Essa doenca é uma das mais comumente encontradas em lavouras triticolas
no brasil, e pode acarretar perdas de até 62% as lavouras (COSTAMILAN;
SCHEEREN, 2006). Na figura 9, sdo apresentadas as diferengas encontradas entre

as médias dos tratamentos e blocos.

Figura 9 — Diferencgas estatisticas entre os blocos (a) e tratamentos (b) para a variavel “Severidade de
Oidio. Chapeco, SC, 2021. Colunas com mesmas letras dentro de cada figura néo se diferenciam entre

si de acordo com o teste de Tukey HSD (< 5%). Barras representam o erro padrao.
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Ambos os eliciadores utilizados durante o estudo, quando em associagao a
aplicacao de fungicidas, apresentaram excelentes resultados para a diminuigao média
da severidade da doenga oidio. Na auséncia da aplicagao do fungicida, os eliciadores
n&o apresentaram nenhuma vantagem em comparacao a testemunha negativa (sem
aplicacao de fungicidas).

Esse efeito benéfico de eliciadores vegetais para fins de diminuicado da
incidéncia e severidade de doengas na cultura do trigo ja havia sido reportado diversas
vezes na literatura (GORLACH et al., 1996; TWAMLEY et al., 2019; DUCATTI, 2021).
Conseguimos comprovar os mesmos beneficios durante esse estudo, e mostrar que
uma unica aplicagao de eliciadores é o suficiente para diminuir a severidade da
doenca durante todo seu ciclo. Ou seja, ndo houve vantagens da reaplicagdo dos
eliciadores em plantas de trigo.

Quanto ao efeito do bloco, o bloco 04 foi o bloco que apresentou a maior
severidade da doenga, o que ajudaria a explicar o porqué esse bloco foi também o
que apresentou o menor tamanho de plantas (Figura 7). Para melhor entender essa

interacdo, foi rodada uma analise de correlagdo entre essas variaveis (Figura 10).
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Figura 10 — Correlagdo de Pearson entre as variaveis “Severidade de Oidio” e “Altura de plantas”.

Chapecd, SC, 2021. R?: coeficiente de determinacao. r: coeficiente de correlacdo. 320 observacgoes.
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Uma correlagao fraca e negativa (-37,1%) foi observada entre as variaveis
“severidade de oidio” e “altura de plantas”, demonstrando que existe uma tendéncia
de que as plantas atinjam tamanhos maiores quanto menor for a severidade de oidio
sobre elas. Essa mesma tendéncia, porém, mais forte, ja havia sido reportado por
Ducatti (2021).

Também foi verificada a correlagcao existente entre as variaveis “severidade de
oidio” e “indice SPAD”. A correlagdo encontrada entre essas variaveis foi de -8,1%
(Figura 11), mostrando que existe uma tendéncia do indice SPAD ser elevado quando
a severidade da doenca diminui. Todavia, essa tendéncia foi muito baixa. Ducatti
(2021) havia demonstrado uma correlacao entre “indice SPAD” e “severidade de oidio”
negativa e maior que 90%. Entretanto, na analise reportada por Ducatti (2021) havia
sido levado em consideragdo apenas 6 pontos, o que reduz drasticamente a

confiabilidade da correlagao.

Figura 11 — Correlagdo de Pearson entre as variaveis “Severidade de Oidio” e “indice SPAD”. Chapec?,

SC, 2021. R?: coeficiente de determinacéo. r: coeficiente de correlagdo. 320 observagoes.
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A area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) também foi calculada
para se verificar a progressao da doencga nas plantas de trigo (Tabela 8). Conforme a
AACPD, os tratamentos que tiveram uma maior progressao e severidade da doenga
foram aqueles que ndo receberam fungicidas. A aplicagdo dos eliciadores junto aos

fungicidas também propiciou uma melhora na redugao do progresso da doenca.

Tabela 8. Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) para oidio aos 8, 22, 36 e 50 dias
apos a primeira aplicagéo dos eliciadores (DA1A) e aos 8 dias apds segunda aplicagdo dos eliciadores
(DA2A). Chapeco — SC, 2021.

AACPD Oidio

Tratamento Equagdo R?
8DA1A  22DA1A 36DA1A  50DA1A  8DA2A

Controle negativo 0 2,97 263,72 697,2 1215,90 y =1,4979x - 8,6979 0,9398
Apenas fungicidas (3x) 0 1,75 87,32 474,95 943,42 y =1,3498x - 12,19 0,8792
Carragena (1x) 0 3,32 313,95 751,80 1267,35 y = 1,4955x - 7,1605 0,9228
Carragena (1x) + fung. (3x) 0 0,43 61,68 388,58 850,58 y =1,276x - 12,701 0,8718
Carragena (2x) + fung. (3x) 0 0,08 69,03 417,63 862,83 y =1,2642x - 12,009 0,8742
ASM (1x) 0 4,02 287,52 700,87 1220,10 y =1,4773x - 7,9823 0,9395
ASM (1x) + fung. (3x) 0 0,87 62,47 408,80 870,62 y =1,295x - 12,68 0,8686
ASM (2x) + fung. (3x) 0 0,52 60,02 420,52 817,07 y =1,1766x - 10,777 0,8456

R2: coeficiente de determinagdo da reta

A equacgao apresentada na tabela 8 foi calculada tomando como base a
severidade da doencga notada em cada uma das leituras. O objetivo desse calculado
foi analisar o coeficiente angular médio da severidade da doenga, ou seja, quao
agressiva a progressao da doencga foi em decorréncia dos tratamentos utilizados. Da
mesma forma, o coeficiente de determinagéo (R?) da reta nos indica que, quanto mais
proximo de 1,0 (100%) menores foram as interferéncias causadas na progresséo da
doenca.

Assim, podemos de diferentes formas, observar que os tratamentos com
carragena e/ou ASM em combinagao com os fungicidas foram os que apresentaram
os menores coeficientes angulares de severidade/progresso da doenga, assim como
as menores AACPD e os menores coeficientes de determinacao, indicando que a

combinagao desses produtos desacelerou o progresso da doencga.

3.4PARAMETROS BIOQUIMICOS
Na média geral, tanto as atividades enzimaticas quanto a quantificacéo de

acido salicilico nas plantas nao apresentaram diferengas estatisticas entre si (Tabela
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9). Valores médios de cada uma das leituras realizadas podem ser encontrados nos

Apéndices E e F.

Tabela 9. Resultado da analise de variancia para os parametros bioquimicos analisados. Chapecé —

SC, 2021.
Paréametro  Fator Graus de Soma dos Média dos p valor
Liberdade @ Quadrados Quadrados
Catalase Tratamento 7 17,3240 2,47486 0,6302 0,7309
(CAT) Erro 304 1193,8781 3,92723
Total 311 1211,2021
Superéxido  Tratamento 7 91,1026 13,0147 1,6967 0,1094
Dismutase Erro 292 2239,7441 7,6704
(SOD)* Total 299 2330,8467
Fenilalanina Tratamento 7 0,076757 0,010965 1,9982 0,0551
Amonia Bloco 304 1,668250 0,005488
Liase (FAL) Total 311 1,745008
Acido Tratamento 3 1,586775 0,528925 0,9783 0,4056
Salicilico Bloco 116 62,714259 0,540640
(AS)** Total 119 64,301034

*um total de 12 leituras foram descartadas por terem sido identificadas como outliers (Teste de Amplitude
Interquartilica)

**ndo levou em consideragéo os tratamentos que utilizaram o ASM

A auséncia de uma significancia estatistica entre a média dos tratamentos pode
ser explicada por diferentes fatores. Um deles, diz respeito ao desenho experimental
do trabalho. Ao serem eliciadas, as plantas ativam seu metabolismo especializado
para se condicionar contra possiveis fatores estressantes que possam atingi-las.
Nesse condicionamento, muitos metabdlitos volateis (VOCs) sdo emitidos pelas
plantas (BALDWIN, 2010), e acabam afetando plantas vizinhas (PIESIK et al., 2013;
DUCATTI, 2023).

Dessa forma, tratamentos controle também sdo afetados e acabam sendo
eliciados por VOCs emitidos por plantas/parcelas vizinhas. Essa eliciagcdo ocorre
através de mecanismos ainda nao elucidados (LORETO & DAURIA, 2022). O que se
sabe, é que muitas vezes os VOCs possuem uma agao eliciadora muito maior do que
compostos simples, como por exemplo o ASM e a carragena, pois chegam as plantas

vizinhas na forma de um conjunto de diferentes compostos volateis, os quais acabam
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eliciando plantas através de diferentes mecanismos e rotas (BRAMBILLA et al., 2022;
LORETO& DAURIA, 2022).

As enzimas CAT e SOD sdo enzimas que estdo ligadas aos primeiros
mecanismos de defesa vegetal, ou seja, estdo condicionadas a explosao oxidativa
causada por fatores estressantes e/ou eliciadores, uma vez que, essas enzimas sao
fundamentais para a eliminacdo de espécies reativas ao oxigénio (EROs) (TAIZ &
ZEIGER, 2017). Ja a enzima FAL, nao esta atrelada a eliminagado de EROs, mas sim
na produgcdo de uma gama de compostos fendlicos de crescimento e defesa vegetal
(DUCATTI, 2023).

Essa enzima tem como papel fundamental a quebra do aminoacido fenilalanina,
proveniente da rota do acido chiquimico, em acido trans-cinamico para dar origem a
uma gama de mais de 10.000 compostos fendlicos conhecidos, dentre eles, o acido
salicilico (TAIZ & ZEIGER, 2017).

Uma das hipoteses desse trabalho € que a carragena poderia propiciar uma
acao de longa duracéo de eliciagao em plantas de trigo, e que, em contrapartida, isso
acarretaria em maiores e mais constantes producdes de AS nas plantas. Dessa forma,
0 AS agiria frente ao metabolismo fungico para reduzir estresses e consequentemente
diminuir a sintese de micotoxinas produzidas por esses organismos.

Assim, se esperava ver uma correlagao positiva e forte entre a atividade da FAL
e a sintese de AS pelas plantas. Essa correlacao foi checada para os dados obtidos

no presente estudo (Figura 12).

Figura 12 — Correlagdo de Pearson entre as variaveis “Atividade da FAL” e “Acido Salicilico”. Chapecs,

SC, 2021. R?: coeficiente de determinacéo. r: coeficiente de correlagéo. 120 observagoes.
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De acordo com Pal et al. (2020) os teores de AS reportados nesse estudo estéao

dentro das concentragdes médias esperadas para plantas de trigo. Mesmo assim, nao
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foi observada uma correlagao forte entre a atividade da FAL e os teores de AS (17,3%)
produzidos pelas plantas de trigo. Isso pode ter ocorrido pela possivel
intercomunicacgao entre os tratamentos (VOCs), o que pode ter gerado grandes ruidos
nos dados coletados, e por que uma maior atividade da enzima FAL n&o
necessariamente significa que a planta sintetizara AS, uma vez que essa rota pode
dar origem a mais de 10.000 compostos fendlicos conhecidos.

Ao ser produzido pelas plantas, o AS é rapidamente convertido em um
componente volatil (VOC), o composto Metil-Salicilato (MeSA) através de um
processo denominado metilacdo. Por isso, apesar das concentragcdes reportadas na
figura 12 estarem de acordo com as concentragées médias encontradas em plantas
de trigo, acredita-se que essas concentragdes nao necessariamente indiquem a real
concentragcédo de AS nas plantas (ndo identifica suas variantes, como por exemplo o
MeAS).

3.5PARAMETROS QUALITATIVOS (PATOLOGICO E MICOTOXICOLOGICO)

As andlises realizadas para a caracterizagdo da qualidade patologica e
micotoxicolégica das sementes/graos produzidos em cada parcela revelaram a
inexisténcia de diferengas estatisticas entre as médias dos tratamentos. Os blocos
também nao tiveram influéncia nos resultados para a variavel Desoxinivalenol nas
sementes/graos. Entretanto, os blocos influenciaram a resposta da incidéncia de
Fusarium nas sementes/graos (Tabela 10). Valores médios de cada uma das leituras

realizadas podem ser encontrados no Apéndice G.

Tabela 10. Resultado da analise de varidncia para a incidéncia de Fusarium e a presenca de

Desoxinivalenol (DON) nas sementes/graos de trigo. Chapecé — SC, 2021.

Parametro Fator Graus de Soma dos Média dos |
valor
Liberdade  Quadrados Quadrados P
Tratamento 7 54,96875 7,8527 1,7955 0,1413
Fusarium
] Bloco 3 87,65625 29,2188 6,6808 0,0024*
gramineraum
Erro 21 91,84375 4,3735
na semente
Total 31 234,46875
Tratamento 7 37371,88 4810,3 0,7081 0,6657
DON Bloco 3 40959,38 13653,1 2,0097 0,1434
Erro 21 142665,63 6793,6
Total 31 217296,88

*significativo para o teste F (< 5%).
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Ao se analisar a significancia dos blocos sob o parametro Fusarium nas
sementes/graos, foi verificado que o bloco que apresentou maior presenca de
Fusarium nas sementes/graos colhidos foi o bloco 02, com incidéncia média de
17,06% (Figura 13).

Figura 13 — Diferengas estatisticas entre os blocos para a variavel “Incidéncia de Fusarium nas
sementes/graos”. Chapeco, SC, 2021. Colunas com mesmas letras dentro de cada figura néo se

diferenciam entre si de acordo com o teste de Tukey HSD (< 5%). Barras representam o erro padréo.
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Talvez por apresentar parcelas localizadas em locais com menor circulagéo de
ar, o que levaria a um maior acumulo de umidade e maiores temperaturas, os blocos
02 e 03 foram os que apresentaram maiores quantidades de Fusarium nas
sementes/graos colhidos (Figura 13). Ja os blocos 01 e 04, que estavam dispostos
nos extremos da area experimental, e assim estavam expostos a uma maior circulagao
de ar, tiveram uma menor incidéncia de Fusarium nas sementes.

Em decorréncia do ano seco (Tabela 2), ndo foram observadas grandes
contaminagdes por F. graminearum e por DON nos grados/sementes de trigo
analisados. Os niveis detectados de DON para as amostras enviadas ao laboratério
mostraram que o ano de 2021 foi um ano extremamente satisfatério para a producéo
de trigo de excelente qualidade (trigo plantado sob as condigbes meteorologicas
reportadas na Tabela 2).
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Nao obstante, e buscando melhor compreender a correlagao existente entre

L 11

“Severidade de Giberela”, “presenca de F. graminearum em graos/sementes colhidas”
e “contaminacdo de sementes/graos por DON”, foram realizadas anadlises de

correlagdo para esses parametros (Figura 14 a,b,c).

Figura 14 — Correlagdo de Pearson entre as variaveis “Severidade de Giberela” vs. “F. graminearum
na semente” (a), “Severidade de Giberela” vs. “DON na semente” (b) e “DON na semente” vs. “F.
graminearum na semente” (c). Chapecd, SC, 2021. R?: coeficiente de determinagéo. r: coeficiente de

correlagdo. 32 observagoes.
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Conforme ja exposto por diferentes autores (WEGULO, 2012; PONTE et al.,
2012; DUCATTI et al., 2022), a correlacao existente entre “Severidade de Giberela”

vs. “Desoxinivalenol” tende a ser muito fraca e insignificante. Nesse presente trabalho
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essa correlagao foi de apenas 8,2%. Isso indica que, a presenca da doenca nao
necessariamente acarretara a sintese de DON. Essa observacao vai de encontro com
o trabalho de Ponts (2015), o qual defende que a sintese de DON por F. graminearum
€ decorrente da existéncia de fatores estressantes ao fungo. Ou seja, ao ser
desafiado, o fungo, como forma de defesa, tende a produzir micotoxinas.

Como o ano de 2021 foi um ano seco, nao se constatou grande presencga de
giberela nas parcelas, assim como nao se constatou grande presenca de F
graminearum, muito menos de DON nos graos/sementes colhidas. Entretanto, quando
se analisou a correlagdo entre “F graminearum nos graos/sementes” vs.
“Desoxinivalenol”, percebeu-se uma correlagao mais forte, porém, ainda assim fraca
(9,1%). Isso indica que ao rodar estimativas da possivel contaminacdo de
sementes/graos por DON, a melhor forma seria através da analise da quantidade de
Fusarium na semente/grédo, e nao através da quantificagdo da incidéncia e/ou
severidade de giberela a campo.

Nao obstante, pode-se verificar que a quantificagao da severidade de giberela
a campo também é um fraco indicativo para a predicao da quantidade de Fusarium
que a semente/grédo podera ter apdés a colheita (20,3%), mas, sédo técnicas
extremamente favoraveis para a tomada de decisdo quanto ao controle da doenca a

nivel de campo.

3.6PARAMETROS AGRONOMICOS DE RENDIMENTO

Em relagdo aos parametros agronémicos de rendimento, observou-se que o
uso dos eliciadores nao proporcionou ganhos significativos em relagao ao tratamento
“apenas fungicida (3x)”. Entretanto, houve diferengas entre os tratamentos, conforme
demonstrado na tabela 11. Os parametros produtividade, PH e PMS n&o foram
afetados significativamente pelos blocos, porém, a produtividade e o PMS mostraram
diferencgas significativas entre as médias dos tratamentos. Valores médios de cada

uma das leituras realizadas podem ser encontrados no Apéndice H.
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Tabela 11. Resultado da analise de variancia para a produtividade, peso de mil sementes (PMS) e peso

hectolitro (PH). Chapecé — SC, 2021.

Paréametro Fator Graus de Soma dos Média dos F p valor
Liberdade  Quadrados Quadrados

Tratamento 7 5594176 799168 3,8249 0,0078*
Produtividade Bloco 3 1161109 387036 1,8524 0,1687

Erro 21 4387748 208940

Total 31 11143032

Tratamento 11,618205 1,65974 5,7803 0,0008*

Bloco 3 2,367899 0,78930 2,7488 0,0684
PMS Erro 21 6,029948 0,28714

Total 31 20,016053

Tratamento 2,6018460 0,371692 1,9476 0,1121

Bloco 0,2970420 0,099014 0,5188 0,6739
P Erro 21 4,0078460 0,190850

Total 31 6,9067340

*significativo para o teste F (< 5%).

Embora ndo se tenha notado diferengas significativas para o PH, esse

demostrou-se satisfatério principalmente em decorréncia do ano mais seco. A média

dos valores de PH para todos os tratamentos foi de 78,05. Em relagao a produtividade,

pode-se afirmar que, em campo aberto, o uso de fungicidas é extremamente essencial

para se atingir produtividades e PMS mais elevados (Figura 15).
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Figura 15 — Diferengas estatisticas entre os tratamentos para as variaveis “Produtividade” (a) e “Peso
de Mil Sementes (PMS)” (b). Chapeco, SC, 2021. Colunas com mesmas letras dentro de cada figura

néo se diferenciam entre si de acordo com o teste de Tukey HSD (< 5%). Barras representam o erro

padréo.
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Por mais que o uso dos eliciadores ndo tenham apresentado uma resposta
significativa para os parametros de rendimento agronémico, vale salientar que seus
usos trazem diversas vantagens para os vegetais que vao além de apenas
produtividade. Dentre elas, pode-se destacar o aumento nas taxas fotossintéticas, na
atividade de enzimas de defesa, no crescimento vegetal (SAUCEDO et al., 2015;
DUCATTI et al.,, 2021) e na diminuicdo do progresso de doengas como o oidio
(demonstrado anteriormente).

Conforme ja mencionado, a ndo observancia de efeitos benéficos em relagao a
produtividade das culturas apdés o uso de eliciadores vegetais, esta muito mais

correlacionada ao “down-regulation” ocasionado pela adaptabilidade genética
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(penalidade adaptativa) das plantas do que propriamente dito ao uso desses
compostos (PIESIK et al., 2013).

Outro fator que pode ter afetado significativamente a resposta ao uso dos
eliciadores foi as condigbes em que o experimento foi conduzido, conforme ja
mencionado anteriormente. O uso dobrado dos eliciadores ndo trouxe beneficios
extras as plantas.

Com o objetivo de identificar se as variaveis analisadas nesse trabalho tiveram
efeito significativo sobre a produtividade da cultura, analises de correlagéo de Pearson

e de multivariancia foram conduzidas (Tabela 12).

Tabela 12 — Correlagdes e anadlises de bi- e multivaridncia (MANOVA) em relagdo ao parametro
produtividade. Chapecé, SC, 2021.

Correlacdes r
Produtividade vs. PMS 0,3361
Produtividade vs. PH -0,5743
Produtividade vs. Severidade de oidio -0,6612
Produtividade vs. Severidade de giberela -0,3238
Produtividade vs. Altura de plantas 0,4097
Produtividade vs. indice SPAD 0,3252

Analise de Multivariancia sobre a produtividade p-valor
Severidade de oidio * Severidade de giberela 0,7271
Severidade de oidio * Altura de plantas 0,4124
Severidade de oidio * indice SPAD 0,3731
Severidade de giberela * Altura de plantas 0,2118
Severidade de giberela * indice SPAD 0,4632
Altura de plantas * indice SPAD 0,2050
Severidade de oidio * Severidade de giberela * Altura de plantas 0,6790
Severidade de oidio * Severidade de giberela * indice SPAD 0,3208
Severidade de oidio * Altura de plantas * indice SPAD 0,7306
Severidade de giberela * Altura de plantas * indice SPAD 0,2495

Severidade de oidio * Severidade de giberela * Altura de plantas * indice SPAD 0,5412

De acordo com os dados apresentados na tabela 12, pode-se observar que as
correlagdes mais fortes existentes para com a variavel produtividade foram as
variaveis PH e incidéncia de oidio.

N&o é novidade que a incidéncia e a severidade de diferentes doengas afetam

a produtividade. Nesse caso, a severidade do oidio afetou a produtividade em
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praticamente 66%, indo de encontro com a informagéao reportada por Costamilan &
Scheeren (2006), os quais informaram que as perdas acarretadas pelo oidio podem
chegar a até 62% em lavouras de trigo.

No caso do PH, embora a correlagdo tenha sido negativa e acima de 50%,
acredita-se que essa correlagdo seja uma mera coincidéncia frente as condigdes
encontradas durante o experimento, principalmente aquelas relacionadas ao clima.
Isso por que, estda muito bem estabelecido na literatura que o PH influencia a
produtividade de forma positiva (SURMA et al., 2012), e ndo negativa como foi
verificado no presente trabalho.

Para a severidade da giberela, embora a correlagao tenha sido menor que 50%,
considerada uma correlagao fraca, ela vai de encontro com o reportado por Reis et al.
(2016), os quais associaram perdas médias entre 18,6 — 39,9% devido a incidéncia
de giberela em campos triticolas brasileiros.

Em relagao as analises de multivariancia realizadas, nao se observou nenhuma
significancia entre a interacdo das variaveis descritas na tabela 12 sobre a

produtividade.

3.7QUALIDADE DE SEMENTE

Ao avaliar se o0 uso dos eliciadores poderia de alguma forma influenciar na
qualidade das sementes produzidas, foram realizados testes de germinagao e vigor
das sementes colhidas de cada parcela (Tabela 13). Valores médios de cada uma das

leituras realizadas podem ser encontrados no Apéndice | e J.

Tabela 13. Resultado da analise de varidncia para a germinagéo, sementes ndo germinadas (SNG),

Plantulas normais e Plantulas anormais. Chapecé — SC, 2021.

Parametro Fator Graus de Soma dos Média dos
Liberdade  Quadrados Quadrados p valor
Tratamento 7 87,34375 12,4777 0,6979 0,6889
Germinacao Bloco 3 114,84375 38,2813 0,2098 0,1335
Erro 21 386,53125 18,4063
Total 31 588,71875
Tratamento 7 87,34375 12,4777 0,6979 0,6889
Bloco 3 114,84375 38,2813 0,2098 0,1335
SNG Erro 21 386,53125 18,4063

Total 31 588,71875
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Tratamento 7 163,75000 23,3929 1,177 0,3888
Plantulas Bloco 3 39,625000 13,2083 0,6311 0,6031
normais Erro 21 439,50000 20,9286

Total 31 642,87500

Tratamento 7 50,71875 7,2455 0,8240 0,5786
Plantulas Bloco 3 39,84375 13,2813 1,5104 0,2409
anormais Erro 21 184,65625 8,7932

Total 31 275,21875

*significativo para o teste F (< 5%).

O uso, tanto dos eliciadores quanto dos fungicidas, em combinag¢ao ou nao,
nao tiveram efeitos significativos sobre a germinacéo das sementes. A baixa incidéncia
de giberela nas espigas pode ter influenciado esses resultados. De acordo com Taiz
e Zeiger (2017), a germinagao € um processo que depende apenas de fatores como
agua, temperatura, oxigénio, luz e nitrato.

Entretanto, sementes gibereladas (gréaos chochos, esbranquigados, roseados,
etc.) possuem sua germinagao, emergéncia e vigor significativamente alteradas,
conforme demonstrado por Gilbert e Tekauz (1995). Durante os testes, verificou-se
que as sementes oriundas das parcelas desse trabalho ndo tiveram sua germinacao
afetada, o que indica e vai de acordo com a baixa infec¢gao das espigas por giberela,
conforme demonstrado anteriormente.

E importante salientar que, a presenca de Fusarium sp. e/ou outros patégenos
nas sementes podem influenciar seu estabelecimento e vigor, mas néo
necessariamente sua germinacado (KRZYZANOWSKI, VIEIRA & NETO, 1999; TAIZ &
ZEIGER, 2017).

Conforme demonstrado na tabela 13, ndo houve efeito dos blocos nem dos
tratamentos sobre os parametros de germinagédo, SNG, plantulas normais e anormais.
Entretanto, quando o vigor das sementes foi analisado via comprimento da parte area
e comprimento radicular, efeitos significativos foram observados em decorréncia do

uso dos diferentes tratamentos (Tabela 14).
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Tabela 14. Resultado da analise de variancia para o comprimento radicular, comprimento aéreo e

comprimento total de plantulas de trigo. Chapecé — SC, 2021.

Parametro Fator Graus de Soma dos Média dos

F p valor
Liberdade Quadrados  Quadrados
] Tratamento 7 67,5126 9,64465 2,4854 0,0170*
Comprimento
Erro 312 1210,7309 3,88055
radicular
Total 319 1278,2435
Tratamento 7 336,2127 48,0304 5,5803 <0,0001*
Comprimento
Erro 312 2685,4498 8,6072
aéreo
Total 319 3021,6625
Tratamento 7 540,7496 77,2499 5,1488 <0,0001*
Comprimento
otal Erro 312 4681,1071 15,0035
ota
Total 319 5221,8567

*significativo para o teste F (< 5%).

Os testes de vigor mostraram que existe uma diferenga significativa entre os
tratamentos utilizados no experimento. Para melhor compreender essa diferenga foi
realizada uma analise post-hoc para a comparagao das médias dos tratamentos para
os diferentes parametros apresentados na tabela 13. Essas analises sao

apresentadas na figura 16.
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Figura 16 — Diferengas estatisticas entre os tratamentos para as variaveis “Comprimento aéreo” (a),
“Comprimento radicular” (b) e “Comprimento total” (¢). Chapecd, SC, 2021. Colunas com mesmas letras
dentro de cada figura n&o se diferenciam entre si de acordo com o teste de Tukey HSD (< 5%). Barras

representam o erro padrao.
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Analisando a figura 16, fica evidente a importancia da utilizagao de fungicidas
para a obtencdo de plantas mais saudaveis e que possibilitem maiores ganhos
quantitativos e qualitativos. Entretanto, observa-se também que, a utilizacdo de
eliciadores sozinhos (sem fungicidas), também podem proporcionar ganhos
qualitativos as sementes, quando comparados as parcelas que nao receberam

nenhum tratamento.
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Com o objetivo de verificar se a presenca de “Fusarium na semente” afetou de
forma significativa o vigor das sementes, e tentando justificar o exposto acima, de que
a presenca de patdgenos nas sementes pode acabar influenciando o vigor das
mesmas, foram realizadas analises de correlacédo entre “Fusarium na semente” e o
‘comprimento de raiz”, “comprimento da parte aérea” e “comprimento total” (Tabela
15).

” o«

Tabela 15 — Correlagéo entre “comprimento de raiz”, “comprimento da parte aérea” e “comprimento

total” vs. “Fusarium na semente”, e analise de multivaridancia entre a incidéncia de “Fusarium na

semente” vs. “comprimento de raiz”, “comprimento da parte aérea” e “comprimento total” em plantas de
trigo. Chapecé — SC, 2021.

Correlagdes r
Fusarium na semente vs. Comprimento radicular -0,4738
Fusarium na semente vs. Comprimento aéreo -0,3994
Fusarium na semente vs. Comprimento total -0,4824

p-valor
Fusarium na semente vs. Comprimento radicular 0,2356
Fusarium na semente vs. Comprimento aéreo 0,3269
Fusarium na semente vs. Comprimento total 0,2261

De acordo com a informacéao apresentada na tabela 15, pode se verificar uma
tendencia da diminuicdo do vigor quando da presenga de Fusarium na semente.
Embora essa correlagdo tenha sido menor que 50%, ela foi observada em todas as
correlagdes realizadas. Essa observagéo vai de encontro com o exposto por Gilbert e
Tekauz (1995), os quais relataram que sementes gibereladas e com a presenca de
Fusarium possuem seu vigor afetado.

Por mais que essa tendéncia exista, ndo se observou uma significancia entre a
variavel “Fusarium na semente” com as variaveis “comprimento de raiz”, “comprimento
aéreo” e “comprimento total”, conforme dados apresentados na tabela 15 (p-valor).
Dessa forma, ndo podemos afirmar que o vigor das sementes foi afetado pela
presenca de Fusarium nesse estudo. Essa diferenga em vigor, relatada na figura 16,

pode estar atrelada a outros fatores ndao analisados no decorrer do trabalho.

4. CONCLUSOES
O uso dos eliciadores em conjunto com os fungicidas proporcionaram redugdes

significativas na severidade e no progresso da doencga oidio sobre as plantas de trigo,
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podendo dessa forma, ser recomendado para tal. Da mesma forma, o uso dos
eliciadores ajudaram as plantas a atingirem maiores alturas, e a produzirem
graos/sementes com maior qualidade (vigor). Entretanto, essa foi uma das unicas
respostas positivas observadas nesse estudo. Isso pode estar correlacionado as
condicdes meteoroldgicas, ao numero de tratamentos e ao desenho experimental
utilizado no trabalho em questao.

Estudos de eliciagao vegetal realizados em campo aberto e com parcelas muito
préximas umas das outras, tendem a apresentar dados com muitos ruidos, o que pode
levar a mas interpretagbes e gerar conclusdes errbneas. A ndo observancia de
diferenca nas atividades enzimaticas assim como nos parametros fisiolégicos das
plantas sado indicativos de que pode ter ocorrido grande interferéncia entre os
tratamentos, possivelmente em decorréncia de VOCs.

Dessa forma, por mais que se tenha observado beneficios da utilizacdo do ASM
e da carragena sob diversos parametros analisados no decorrer desse estudo,
recomenda-se que estudos similares sejam realizados em ambientes totalmente
controlados e com a utilizacdo de barreiras fisicas entre os tratamentos, buscando
diminuir ao maximo a possivel interferéncia que possa ocorrer entre os diferentes

tratamentos sendo estudados.
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CAPITULO 02 - ELICIAGAO DE PLANTAS DE TRIGO EM AMBIENTE
CONTROLADO SOB A FORMA DE DELINEAMENTO INTEIRAMENTE
CASUALIZADOS COM MODIFICAGOES

Doi: https://www.journals.ufrpe.br/index.php/geama/article/view/5935
Doi: https://doi.org/10.1007/s00344-023-11214-6

RESUMO

A eliciagcédo vegetal fornece multiplos beneficios para o desenvolvimento e defesa das
plantas, além de ajudar a tornar a agricultura mais sustentavel. No entanto, o uso de
técnicas e desenhos experimentais errados afetam diretamente os resultados obtidos.
Isso favorece a geragao de dados tendenciosos e nao confiaveis. Dessa forma, um
experimento contendo quatro tratamentos e 12 repeti¢cdes foi realizado para avaliar o
potencial de eliciagdo de um bioestimulante a base de algas vermelhas sozinho ou em
combinagdo com fungicida em condigdes totalmente controladas. Plantas de trigo
(Triticum aestivum L.) da cultivar TBio Audaz foram utilizadas para o experimento.
Avaliagbes dos parametros fisioldgicos, bioquimicos, fitossanitarios, morfoldgicos e de
estresse calérico foram realizadas durante o decorrer do trabalho. O uso do eliciador
vegetal evitou a incidéncia de oidio em plantas de trigo, aumentou diversos
parametros fisiolégicos, bioquimicos, morfolégicos e de resisténcia ao estresse
calérico quando comparado aos tratamentos controle ou que receberam apenas
aplicagcdes de fungicida. O uso de fungicida sozinho proporcionou uma maior
fitotoxicidade as plantas, além de causar uma redugédo da atividade enzimatica de
algumas enzimas antioxidantes e de reduzir a transferéncia de elétrons entre os
fotossistemas Il e I. Uma maior atividade da Fenilalanina aménia liase (FAL) nao
garantiu um maior acumulo de Acido salicilico (AS) nas plantas. Entretanto, os
tratamentos que receberam o eliciador apresentaram uma correlagao positiva entre a
atividade da FAL e o teor de AS. No geral, o uso de fungicida afetou negativamente
os metabolismos primario e especializado do trigo quando comparado a aplicagao do
eliciador sozinho.

Palavras-chave: Atividade enzimatica, Blumeria graminis, conteudo de acido

salicilico, Solieria chordalis, taxas fotossintéticas.
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ABSTRACT

Plant elicitation provides multiple benefits for plant development and defense, as well
as helping to make agriculture more sustainable. However, the use of wrong
techniques and experimental designs directly affects the results obtained. This favors
the generation of biased and unreliable data. Thus, an experiment containing four
treatments and 12 replications was carried out to evaluate the eliciting potential of a
biostimulant based on red algae alone or in combination with a fungicide under fully
controlled conditions. Wheat plants (Triticum aestivum L.) of the cultivar TBio Audaz
were used for the experiment. Evaluations of the physiological, biochemical,
phytosanitary, morphological, and heat stress parameters were performed during the
development of this study. The use of the elicitor prevented the incidence of powdery
mildew in wheat plants and increased several physiological, morphological,
biochemical parameters, and raised the resistance against heat stress when compared
to control treatments or treatments that received only fungicide applications. The use
of the fungicide alone provided greater phytotoxicity to plants, in addition to causing a
reduction in the enzymatic activity of some antioxidant enzymes and reducing the
transfer of electrons between the photosystems Il and |. Greater Phenylalanine
Ammonia Lyase (PAL) activity did not guarantee greater accumulation of Salicylic acid
(SA) in plants. However, the treatments that received the elicitor showed a positive
correlation between PAL activity and SA content. Overall, fungicides negatively
affected the primary and specialized wheat metabolism when compared to the
application of the elicitor alone.

Keywords: Blumeria graminis, enzymatic activity, salicylic acid content, Solieria

chordalis, photosynthetic rate.

1. INTRODUGAO

O uso consciente e intencional das defesas naturais das plantas (metabolismo
especializado) contra condi¢bes estressantes de ordens bidticas e abidticas realmente
decolou a partir da década de 1970 com a descoberta das vias metabdlicas envolvidas
na sintese dos metabdlitos especializados das plantas, até entdo considerados como
lixos metabdlicos (HARTMANN, 2007). Posteriormente, muitos manuscritos tém
mostrado o poder das plantas de se condicionarem e se defenderem contra condi¢cbes
estressantes (GIRON-CALVA et al., 2017; MARKOVIC et al., 2019; VICHEROVA et
al., 2020; JIN et al., 2021; BRAMBILLA et al., 2022).
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O metabolismo especializado das plantas pode ser desencadeado com o uso
de eliciadores e diferentes estimulos, como som (GAGLIANO et al., 2017) e toque
(MARKOVIC et al., 2019). Interessantemente, em 2023, pela primeira vez na historia,
um estudo demonstrou a capacidade das plantas em emitir sons que podem ser
detectados por outras plantas (KHAIT e al., 2023)), ou seja, as plantas conseguem se
comunicar de diferentes formas.

Universidades, industrias e agricultores usam essas técnicas para estimular as
plantas a produzirem uma ampla gama de compostos bioquimicos, aproveitando as
defesas naturais das plantas para, além de outros beneficios, favorecer a redugao do
uso de pesticidas sintéticos e tornar a agricultura mais sustentavel (THAKUR &
SOHAL, 2013).

Na agricultura, os eliciadores sdo mais frequentemente referidos como
bioestimulantes, um produto (substéncia unica) ou uma mistura de diferentes
produtos, podendo ser compostos por substancias organicas (KAUR et al., 2021) e/ou
inorganicas (SARKAR et al., 2022), naturais (SHUKLA et al., 2021) e/ou sintéticas
(SAKATA et al., 2021), capazes de estimular diretamente (KAUR et al., 2021) ou
indiretamente (MARKOVIC et al., 2019) o metabolismo primario e especializado das
plantas de forma positiva (BRAMBILLA et al., 2022) ou negativa (WU et al., 2022),
sem considerar a quantidade de nutrientes fornecidos por esses produtos, ou a agao
que podem ter diretamente como pesticidas.

As macroalgas sao exemplos de organismos naturais que podem ser utilizados
para induzir/estimular o desenvolvimento vegetal e suas defesas naturais,
principalmente, mas nao soO, porque estes organismos apresentam polissacarideos
exclusivos, como alginatos, fucoidanos, laminarinas, ulvanas e carragenas, que tém
demonstrado possuir efeitos positivos nos metabolismos primario e especializado das
plantas (SHUKLA et al., 2021).

No entanto, a maioria dos estudos de eliciagdo vegetal s&o realizados em
ambientes pouco controlados, onde a interferéncia dos metabdlitos especializados
das plantas, como os compostos volateis organicos (VOCs), sobre
plantas/organismos vizinhos interfere nos resultados obtidos (MARKOVIC et al., 2019;
JIN et al., 2021; BRAMBILLA et al.,, 2022). Isso favorece a geragao de dados
tendenciosos e nao confiaveis (DUCATTI, 2022).

Portanto, este estudo teve como objetivo investigar, em condi¢gdes totalmente

controladas, os efeitos de um bioestimulante produzido com Solieria chordalis (C.
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Agardh) J. Agardh 1842, uma alga vermelha encontrada no litoral da Bretanha
francesa, sobre o metabolismo de plantas de trigo (Triticum aestivum L.). Este é o
primeiro relato do uso de um bioestimulante a base de Solieria cordalis no
metabolismo do trigo em condigbes totalmente controladas, com o objetivo de

verdadeiramente atestar o real potencial eliciador dessa alga sob plantas de trigo.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 LOCAL DO EXPERIMENTO

O experimento foi desenvolvido em Fitotron (cAmera de crescimento) localizado
na Empresa de Pesquisa e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI) situada na
cidade de Chapeco — SC (27°06’34”S; 52°40’18”0 e altitude de 623m) durante o ano
de 2022.

As plantas de trigo foram cultivadas em vasos de 20 litros completados com
material oriundo de uma mistura contendo 9 partes de latossolo virgem proveniente
da area experimental da EPAGRI junto com 1 parte de substrato organico
comercializado pela empresa Ferticel®. As caracteristicas fisico-quimicas do material
utilizado para o preenchimento dos vasos podem ser encontradas na tabela 16. A

mistura foi realizada com a utilizagao de uma betoneira de 600 litros.

Tabela 16 — Caracteristicas fisico-quimicas do solo utilizado para o preenchimento dos vasos para a

condugéao dos experimentos. Chapeco — SC, 2022.

Argila (% p/v) pH em H20 P (mg/dm3) K (mg/dm3) Matéria Organica (% p/v)
28,0 6,5 155,9 172,0 4,0

Al (cmolc/dm3) Ca (cmolc/dm3) Mg (cmolc/dm3) Al + H (cmolc/dm3) CTC pH7,0 (cmolc/dm3)
0,0 12,4 6,1 1,74 20,66

2.2 DESENHO EXPERIMENTAL E TRATAMENTOS

A conducdo do experimento foi realizada na forma de delineamento
inteiramente casualizado (DIC) com adaptagdes (Figura 17). A utilizacdo do
delineamento inteiramente casualizado visou “fornecer” as mesmas condigdes
experimentais para todas as plantas/tratamentos a fim de evitar interferéncias nos
resultados colhidos (ZIMMERMANN, 2014). As adaptagdes realizadas dizem respeito
a utilizacdo de barreiras fisicas para impedir a intercomunicacido dos diferentes

tratamentos devido a intensa emissao de VOCs pelas plantas.
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Figura 17 — Disposi¢ado das miniestufas (a), tratamentos (a) e vasos (b) dentro do Fitotron. Chapecé —
SC, 2022.

. m

Fonte: Rafael Dal Bosco Ducat, 021.

Para a barreira fisica, foi montado dentro do Fitotron quatro miniestufas de 2,50
x 1,00 metros utilizando plastico de 150 micras. Os vasos de cada um dos tratamentos
foram acondicionados dentro dessas miniestufas, de modo que, cada miniestufa
recebe-se todos os vasos de um unico tratamento. Cada um desses foi composto por
15 vasos contendo 12 plantas cada. Desses 15 vasos, trés foram utilizados para a
coleta de material vegetal para a condugéo das analises bioquimicas.

As mesmas condigdes de crescimento foram utilizadas para todos os
tratamentos, sendo: Radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR) de 700 ymol s m2,
Temperatura de 32+4 °C durante a exposi¢ao a luz, e 17+2 °C durante o periodo de
escuro total, Fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, Umidade do ar de
8515%, Umidade do solo dos vasos mantida em capacidade de campo durante todo
o periodo do experimento. A cultivar utilizada para a condugao dos testes foi a TBio
Audaz®. A semeadura ocorreu no dia 08/08/2022 com a utilizagdo de 15 sementes por
vaso e posterior raleio para um estande final de 12 plantas por vaso. A emergéncia foi
registrada no dia 15/08/2022.

Para a amostragem de materiais e para a realizacdo da medigcao das variaveis
mensuradas nesse experimento, cada miniestufa foi aberta apenas durante a
amostragem e/ou medi¢cdo das plantas pertencentes aquela miniestufa/tratamento.
Logo apéds, a miniestufa foi fechada (vedada) e um periodo superior a 5 minutos foi
aguardado para a abertura da miniestufa seguinte (DUCATT]I, 2023). Isso foi realizado

para permitir a dissipagdo dos VOCs provenientes de cada tratamento e diminuir a



76

possibilidade de interferéncias entre tratamentos ocasionada por esses compostos
volateis.

Diante da analise fisico-quimica realizada no material utilizado para
preenchimento dos vasos (Tabela 16), estabeleceu-se a necessidade de aporte
nutricional através da suplementagao de 100 mL de um meio composto por 1,5% p/p
KClI, 1,5% p/p (NH4)2S04, 0,05% p/p HsBO3, 0,05% p/p Na2MoO4 aos 25, 41 e 56 dias
apos a emergéncia das plantas.

Na tabela 17, descreve-se os tratamentos utilizados para a condugcao do

experimento.

Tabela 17 — Descrigdo dos tratamentos, doses e épocas de aplicacdo para a condugdo dos
experimentos. Chapeco — SC, 2022.

Algomel o o
Tratamento* . Fungicida?4 Inseticida34
Push®14
Controle negativo - -
Apenas Carragena (1x) 1,0 L ha - Imidacloprid + Bifenthrin
Apenas fungicida (3x) - Trifloxystrobin + Prothioconazole (200 mL ha)
Carragena (1x) + fungicida (3x) 1,0 L ha' (500 mL ha)

Taplicagdo dos eliciadores ocorreu no inicio da fase de perfilhamento (GS20 — 09/09/2022) em mistura com o
fungicida utilizado (ZADOKS et al., 1974).

2foram realizadas um total de 03 aplicagbes de fungicidas seguindo os principios ativos e dosagens descritas na
tabela acima. As aplicagdes ocorreram no inicio do perfilhamento (GS20 — 09/09/2022), inicio do emborrachamento
(GS40 - 07/10/2022) e inicio do florescimento (GS60 — 11/11/2022). O fungicida utilizado foi o Fox®.

30 inseticida foi aplicado conforme necessidade.

4a aplicagdo de pesticidas (fungicidas e inseticidas) e dos eliciadores foi realizada utilizando pulverizador costal de
precisdo pressurizado com CO2 e um volume de calda correspondente a 200 L ha'.

*o controle de ervas daninhas foi feito de forma manual quando necessario.

**Algomel PUSH® é um produto comercial a base de algas vermelhas produzido com algas da espécie Solieria
chordalis.

2.3 VARIAVEIS ANALISADAS
2.3.1 Parametros fisiolégicos
Os parametros fisioldgicos foram mensurados aos 1, 8, 15, 22, 36, 50 e 64 dias

apos a aplicacao do eliciador. Para a avaliagdo dos parametros fisiolégicos foi utilizado
um Infra-Red Gas analyzer (IRGA — Lcpro-SD Serial N° 33961 — ADC BioScientific Ltd,
Hoddesdon, UK) ajustado para saturagédo de luz constante (1500 pmol.m=2.s™") (LI-
COR, 2015). Os parametros diretamente determinados pelo IRGA foram:

o Condutancia estomatica (GS - mol m2s™)

e Concentragdo interna de CO2 (Ci — umol CO2 mol')

e Transpiragdo (E — mmol H20 m?2 s™)

o Taxa Fotossintética Liquida (A — umol CO2 m? s™)
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Através desses parametros foi possivel o calculo da:
o Eficiéncia instantanea de carboxilagcao (A/Ci) — EiC
o Eficiéncia do uso da agua (A/E) — WUE

Para a medicao com o IRGA foram utilizadas oito plantas por tratamento (uma
planta por vaso). Cada analise foi considerada valida apenas quando da estabilizagéao
das leituras realizadas pelo equipamento apds a clipagem das folhas (tempo médio
de dois minutos por leitura).

Um fluorémetro portatil (FluorPen ASCII — Photon Systems Instruments (PSI),
Czech Repubilic) foi utilizado durante o experimento. Anteriormente as leituras com o
fluorbmetro, as plantas foram adaptadas ao escuro por um periodo de 15 minutos.
Foram realizadas dez leituras por tratamento. O fluorébmetro foi utilizado para a

determinagao das seguintes variaveis:

e (Pro: rendimento quantico maximo do PSl|
e Yo: probabilidade que um elétron preso no PSII seja transferido de Qa para Qb
e (Peo: rendimento quéntico do fluxo de transporte de elétrons da Qa para Qo

* (Pro: rendimento quantico do fluxo de transporte de elétrons até o PSI

e Plass: indice de desempenho para a conservagao de energia de fétons absor-
vidos pelo sistema antena do PSII, para a reducao da Qp

e ABS/RC: Fluxo de absorcdo por centro de reacao (RC) (tamanho aparente do
sistema antena de um PSII ativo)

e TRo/RC: Fluxo de energia capturado por centro de reagéo (RC)

e ETo/RC: Fluxo de transporte de elétrons por centro de reacéo (RC)

e Dio/RC: Fluxo de energia dissipada por centro de rea¢éo (RC)

Um leitor de clorofila portatil (atLEAF PLUS Chlorophyll meter — Wilmington,
Dellaware, USA) foi utilizado para a determinacdo do indice SPAD (medigdo nao
destrutiva do teor de clorofila das plantas), realizando-se 12 medigbes por tratamento.
Todas as medi¢des dos parametros fisiologicos foram realizadas utilizando-se sempre

a ultima folha totalmente distendida.
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2.3.2 Parametros morfolégicos

No 49° dia apds a aplicagcdo do eliciador nas plantas de trigo, foram
contabilizados o numero de perfilhos e a area foliar (cm?) de dez plantas por
tratamento. Para a medigdo da area foliar foi utilizado um medidor de area foliar (LI-
3100 Area Meter — LI-COR, inc. Lincoln, Nebraska, USA).

2.3.3 Parametros bioquimicos

Foram analisadas, para todos os tratamentos, as atividades enzimaticas das
enzimas catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e
fenilalanina amonia liase (FAL) as 0, 24, 48, 96, 192, 384 e 768 horas ap0s a aplicagao
(HAA) do eliciador. Também foram contabilizados para esses mesmos periodos o teor
de proteina e acido salicilico das plantas.

Os procedimentos adotados para a quantificagdo das atividades enzimaticas
das enzimas CAT, FAL e SOD foram os mesmos descritos no Capitulo 01 deste
trabalho (MONTEIRO & LIMA 2017 a,b,c), apenas com a modificagdo de serem

expressados por grama de proteina ao invés de matéria fresca.

e A enzima APX (BETTINI et al., 2014) foi extraida utilizando-se tampao
extrator constituido por fosfato de potassio 100 mM e pH 7,5. Ao tampao
extrator foram adicionados 1,3 mM EDTA, 3mM DTT e 0,3 gL' PVPP. A
determinagao da atividade da enzima APX foi realizada utilizando-se
tampao de determinacgao constituido por fosfato de potassio 50 mM, pH
6,0, com a adigao de 0,8 mM ascorbato e 1,0 mM peroxido de hidrogénio.
Uma amostra de 100 mg de tecido vegetal (folha), mantida em ultra
freezer, foi macerada em nitrogénio liquido, adicionada de 2,5 mL de
tampéo extrator e centrifugada por 25 minutos a 10.000 rpm (centrifuga
refrigerada a 4 °C (SIGMA 3-18KS)). Apos centrifugagao uma aliquota
de 100 pL foi adicionado a 2,9 mL da solugdo de determinacdo. A
verificagdo da atividade enzimatica da APX foi realizada em
espectrofotdmetro (Analytik Jena SPECORD 200 PLUS) (290 nm),
verificando-se a extingdo do Ascorbato por um minuto com leituras
espagadas a cada dez segundos. Todo o processo de extragao e

quantificagcao da atividade enzimatica foi realizado no “escuro”.
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A verificacdo da concentracao interna de acido salicilico as 0, 24, 48, 96, 192,
384 e 768 horas apds a aplicacéo do eliciador para todos os tratamentos seguiu a
metodologia descrita no Capitulo 01 deste trabalho (WARRIER et al., 2013). Na figura
18 apresenta-se a curva de calibragédo para a quantificagcdo do AS em plantas de trigo

para o experimento em ambiente controlado.

Figura 18 — Curva de calibragéo para quantificagdo de Acido Salicilico em plantas de trigo. Chapecé —
SC, 2022.
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A verificagdo da concentragao de proteina no tecido vegetal as 0, 24, 48, 96,
192, 384 e 768 horas apds a aplicagao do eliciador para todos os tratamentos seguiu

a metodologia descrita por Bradford (1976).

e Uma fracdo de 500 mg de material vegetal (folha) mantido em ultra-
freezer foi amostrado, lavado e macerado em almofariz contendo 5 mL
de solugao tampao de Fosfato 0,2 M, pH 7,5. Apés macerado, o material
foi acondicionado em eppendorf e centrifugado por 10 minutos a 12.000
RPM em centrifuga refrigerada a 4 °C. Do sobrenadante, uma aliquota
de 40 pL foi adicionada a uma cubeta de determinacéao junto com 460 L
de agua destilada e 1,0 mL de reagente Bradford. A leitura foi realizada

em espectrofotdbmetro a 595 nm. A absorbancia verificada na leitura foi
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comparada a curva de calibracdo para a determinacdo do teor de
proteina no tecido vegetal. Na figura 19 é apresentada a curva de

calibragdo obtida a partir de solugcéo de soro de albumina bovina.

Figura 19 — Curva de calibragdo para quantificagao de proteina em plantas de trigo. Chapecé — SC,
2022.

0,6
0,5
0,4

0,3

0,2 o y =2,3962x + 0,0633
’ L Rz =0,0777

Absorbancia a 595 nm

01  .e

0 0,05 0.1 0,15 0,2 0,25

Proteina (mg)

2.3.4 Parametros fitossanitarios

A severidade da doenca foliar oidio (Blumeria graminis) foi determinada uma
Unica vez no 49° dia ap6s a aplicagao do eliciador. A severidade do oidio foi checada
em dez plantas aleatorias por tratamento seguindo a metodologia e escala proposta

por Domiciano et al. (2013).

2.3.5 Estresse por calor

No 42° dia apdés a aplicagdo dos eliciadores todos os tratamentos foram
submetidos a um estresse calérico com a elevacao da temperatura para 48+4 °C por
12 horas. Sete dias apos as plantas terem sido expostas a essa temperatura,
determinou-se os danos ocasionados pelo estresse calodrico, sendo: massa seca sem
danos (mg) e massa seca com danos (mg) ocasionados pelo estresse caldrico

(queima da folha).
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2.4 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados coletados foram primeiramente submetidos a analise de
outliers (dados que evidentemente se diferenciam dos demais — Teste de Amplitude
Interquartilica) com seus respectivos descartes e posteriormente foi realizada a
analise de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk Test). Na observéancia de uma
distribuicdo ndo normal dos residuos, os dados foram tratados (tratamentos descritos
nas tabelas e figuras caso existam) para aquisi¢ao de uma distribuicdo normal. Dados
que, mesmo apo6s tratamento apresentaram distribuicdo fora de normalidade, foram
analisados via analises ndo-paramétricas.

Dados com distribuigdo normal foram submetidos a analise de variancia (One-
way-ANOVA) e suas médias, quando significativas (< 5%), foram comparadas pelo
teste estatistico Tukey HSD. Os dados que apresentaram distribuicdo fora de
normalidade, mesmo apds tratamento, foram submetidos ao teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis e suas médias, quando significativas (< 5%), foram comparadas pelo
teste estatistico Mann-Whitney (< 5%).

Correlagdes lineares de Pearson foram utilizadas para se verificar as relagdes
entre algumas variaveis avaliadas nesse trabalho. Analises de multivariancia
(MANOVA) foram realizadas para a verificacdo da relagdo de diferentes variaveis
dependentes sobre outras variaveis analisadas no trabalho.

Todas as analises estatisticas do trabalho em questdo foram realizadas via
JMP® Pro 14.0.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Da mesma forma que para o Capitulo 01, com o objetivo de facilitar a
compreensao dos resultados e evitar um acumulo exagerado de dados, optou-se por
apresentar as variaveis analisadas como meédia de todas as leituras realizadas.
Mesmo assim, os valores médios de cada uma das leituras realizadas podem ser

encontrados nos apéndices desse trabalho.

3.1PARAMETROS FISIOLOGICOS

Para os parametros fisiologicos, diferengas significativas entre as médias dos
tratamentos foram encontradas para todas as variaveis diretamente analisadas pelo
IRGA. A unica variavel que ndo demonstrou diferenga significativa entre as médias

dos tratamentos foi a Eficiéncia do Uso da Agua (WUE) (Tabela 18). Valores médios
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de cada uma das leituras realizadas podem ser encontrados no Apéndice K.

Tabela 18. Resultado da anélise de varidncia para os parametros fisioldgicos analisados através da
utilizagado do IRGA (Infrared Gas Analyzer). Chapeco — SC, 2022.

Parametro  Fator Graus de Soma dos Média dos . p valor
Liberdade @ Quadrados Quadrados

Tratamento 3 869418,6 289806 14,2501 <0,0001*
Ci Erro 220 4474181,1 20337

Total 223 5343599,7

Tratamento 3 15,35474 5,11825 5,3179 0,0015*
E Erro 220 211,73903 0,96245

Total 223 227,09377

Tratamento 3 0,5764401 0,192147 5,6175 0,0010*
Gs' Erro 219 7,4909563 0,034205

Total 222 8,0673964

Tratamento 3 986,012 328,671 6,0939 0,0005*
A Erro 220 11865,643 53,935

Total 223 12851,655

Tratamento 3 0,00318365  0,001061 10,5585 <0,0001*
EiC Erro 220 0,02211179  0,000101

Total 223 0,02529544

Tratamento 3 11,44190 3,81397 1,6084 0,1883
WUE Erro 220 521,68022 2,37127

Total 223 533,12212

*significativo para o teste F (< 5%). Ci (Concentracéo interna de CO2 - pmol CO2 mol-'), E (Transpiragdo - mmol
H20 m2 s1), GS (Condutancia estomatica - mol m2 s), A (Taxa fotossintética liquida - ymol CO2 m=2 s), EiC
(Eficiéncia instantanea de carboxilagao - A/Ci), WUE (Eficiéncia do uso da agua - A/E).

essa variavel apresentou 01 outlier, o qual foi desconsiderado na avaliag&o.

O WUE (A/E) nado apresentou diferencas significativas entre as médias dos
tratamentos porque esse parametro leva em consideracido as variaveis diretamente
analisadas pelo IRGA. Como a tendéncia de aumento e/ou queda dessas variaveis
(A, E, Gs e Ci) foi constante para os diferentes tratamentos, a possibilidade de
existéncia de diferenca estatistica para o WUE diminui drasticamente.

Por exemplo, o tratamento com maior “A” foi o tratamento “apenas carragena
(1X)”, o qual também foi o tratamento com a maior “E”. Por vez, o tratamento
“Fungicida (3x)” apresentou um dos menores indices de “A”, assim como também o

menor “E”. Como o WUE é calculado pela divisdo entre “A” e “E”, conforme
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demonstrado na tabela 18, a ocorréncia de valores muito proximos nao possibilitou a
deteccao de diferencas significativas entre as médias gerais dos diferentes
tratamentos. Diferencas pontuais para o WUE foram detectadas e podem ser
observadas no Apéndice K.

Com o objetivo de identificarmos as diferengas de médias entre os tratamentos,
uma analise post-hoc (Tukey HSD) foi realizada (Figura 20 a,b,c,d,e). Nessa analise
pode-se melhor compreender por que o parametro WUE nao apresentou diferencas

significativas entre as médias dos tratamentos.

Figura 20 — Diferengas estatisticas entre os tratamentos para as variaveis “Transpiragdo — E” (a),
“Condutancia estomatica — Gs” (b), “Taxa fotossintética liquida — A” (c), “Carbono interno — Ci” (d) e
Eficiéncia Instantanea de Carboxilagdo — EiC” (e). Chapecé, SC, 2022. Colunas com mesmas letras
dentro de cada figura n&o se diferenciam entre si de acordo com o teste de Tukey HSD (< 5%). Barras

representam o erro padrao.
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O tratamento que obteve a maior taxa de transpiragao, condutancia estomatica
e taxa fotossintética (Figura 20 c) foi o tratamento “Carragena (1x)”. Em contrapartida,
o tratamento composto pela aplicagdo da Carragena + fungicida teve seu efeito
suprimido para esses parametros, se assemelhando muito ao tratamento “Apenas
fungicidas (3)”".

Possivelmente isso possa ter ocorrido devido ao fungicida causar grande
estresse oxidativo as plantas, levando a uma maior producado de clorofila tripleto e
consequentemente a uma maior degradacgao de clorofila, o0 que causaria a redugao
das taxas fotossintéticas, conforme demonstrado por Liu et al. (2021).

Em relacdo aos parametros fisioldgicos analisados com a utilizagdo do IRGA
fica evidente o efeito positivo que a carragena traz as plantas quando utilizada de
maneira isolada. Da mesma forma, em comparagao as mesmas analises realizadas
em campo aberto e descritas no Capitulo 01 desse trabalho, pode-se perceber que
interferéncias podem ter influenciado os resultados obtidos no experimento em campo
aberto, possivelmente ocasionados pela interferéncia decorrente da emissao de VOCs
(DUCATTI, 2023).

Os resultados das mensuragdes realizadas com a utilizagdo do fluorémetro
para melhor compreender a absorgao/aproveitamento de energia luminosa através
das sequéncias de transporte de elétrons entre os fotossistemas Il e | pode ser
observada na Tabela 19. Valores médios de cada uma das leituras realizadas podem

ser encontrados no Apéndice L.

Tabela 19. Resultado da andlise de varidncia para os parametros fisiolégicos analisados através da

utilizagdo do Fluorémetro. Chapeco — SC, 2022.

ParAmefro Fator Graus de Soma dos Média dos F p valor
Liberdade @ Quadrados Quadrados
Tratamento 3 0,00430171  0,001434 4,9009 0,0025*
Pro Erro 273 0,07987403  0,000293
Total 276 0,08417575
Tratamento 3 0,0401550 0,013385 3,6627 0,0129*
Wo Erro 273 0,9976533 0,003654
Total 276 1,0378082
Tratamento 3 0,03303625 0,011012 3,8472 0,0101*

E
veo Erro 273 0,78143085  0,002862
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Total 276 0,81446710

Tratamento 3 0,04284696  0,014282 13,0852 <0,0001*
PRo Erro 273 0,29797494  0,001091

Total 276 0,3408219

Tratamento 3 11,62750 3,87587 7,5492 <0,0001*
Plags Erro 273 140,16167 0,51341

Total 276 151,78918

Tratamento 3 1,0508655 0,350288 11,7454 <0,0001*
ABS/RC Erro 273 8,1418065 0,029823

Total 276 9,1926720

Tratamento 3 0,4411343 0,147045 11,4881 <0,0001*
TR./RC Erro 273 3,4943182 0,012800

Total 276 3,9354524

Tratamento 3 0,0719224 0,023974 1,8733 0,1343
ET./RC Erro 273 3,4938033 0,012798

Total 276 3,6657257

Tratamento 3 0,1353176 0,045106 8,6343 <0,0001*
Dio/RC Erro 273 1,4261627 0,005224

Total 276 1,5614803

*significativo para o teste F (< 5%). Rendimento quantico maximo do PSII (¢r.), Probabilidade que um elétron
preso no PSII seja transferido de Qa para Qv (o), Rendimento quantico do fluxo de transporte de elétrons da Qa
para Qb (¢eo), Rendimento quantico do fluxo de transporte de elétrons até o PSI (¢ro), indice de desempenho para
a conservacgao de energia de fotons absorvidos pelo sistema antena do PSII, para a redugéo da Qy (Plass), Fluxo
de absorgao por centro de reagao (RC) (tamanho aparente do sistema antena de um PSII ativo) (ABS/RC), Fluxo
de energia capturado por centro de reagédo (RC) (TRo/RC), Fluxo de transporte de elétrons por centro de reagéo
(RC) (ETo/RC) e Fluxo de energia dissipada por centro de reagao (RC) (Dio/RC).

Apenas com excecdo ao parametro ET./RC, todos os demais apresentaram
significancia estatistica entre as médias dos tratamentos. Para melhor compreender
essa diferenca, a Figura 21 dedica-se a mostrar o comportamento de cada um desses

parametros para os tratamentos utilizados no decorrer do trabalho.

Figura 21 — Diferengas estatisticas entre os tratamentos para as variaveis Rendimento quantico
maximo do PSII (¢ro) (a), Probabilidade que um elétron preso no PSII seja transferido de Qa para Qo
(wo) (b), Rendimento quantico do fluxo de transporte de elétrons da Qa para Qb (@eo) (c), Rendimento
quantico do fluxo de transporte de elétrons até o PSI| (¢ro) (d), indice de desempenho para a
conservacao de energia de fotons absorvidos pelo sistema antena do PSII, para a redugéo da Qy (Plass)
(e), Fluxo de absorgéo por centro de reagéo (RC) (tamanho aparente do sistema antena de um PSII
ativo) (ABS/RC) (f), Fluxo de energia capturado por centro de reagao (RC) (TRo./RC) (g) e Fluxo de
energia dissipada por centro de reagéo (RC) (Dio/RC) (h). Chapeco, SC, 2022. Colunas com mesmas
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letras dentro de cada figura ndo se diferenciam entre si de acordo com o teste de Tukey HSD (< 5%).

Barras representam o erro padrao.
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Apds uma adaptagéo ao escuro por pelo menos 10 minutos, ao ser iluminada

e excitada por fracbes de tempo conhecidas (milissegundos), a clorofila a apresenta

algumas caracteristicas de fluorescéncia (efeito Kautsky) que conseguem ser
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captadas por diversos instrumentos dedicados a essa funcao. Essas caracteristicas
dao origem a curvas denominadas OJIP, aonde: “O” apresenta os valores de origem,
ou seja, o rendimento minimo da fluorescéncia, “J” informa o acumulo de Qa (Quinona
A reduzida), a variavel “I” representa a reducdo parcial do pool de Qb em adigdo ao
acumulo de Qa, e “P” caracteriza-se pelo pico da fluorescéncia (STIRBET &
GOVINDJEE, 2011; MARTINAZZO, 2011).

Dessa forma, conhecendo-se os parametros das curvas de OJIP pode-se
calcular os fluxos de energia (elétrons) decorrentes da excitagdo da clorofila e da
fotdlise da agua entre os fotossistemas, para a produgao de energia (ATP) e NADPH
(STIRBET & GOVINDJEE, 2011; TAIZ et al., 2017).

De acordo com os resultados do fluorébmetro, os maiores rendimentos quanticos
do PSII (@ro) foram observados para os tratamentos “Carragena (1x)”, “Apenas
fungicidas (3x)” e para a combinagédo entre fungicidas e carragenas (Figura 21).
Entretanto, o tratamento carragena apresentou o maior rendimento quantico de fluxo
de elétrons do PSIl até o PSI (¢ro), mostrando ter positivamente ajudado na
fotossintese, o que pbéde ser observado pelos resultados obtidos para “A” através do
IRGA (Figura 20). Ainda, indo de encontro com a Figura 20, os tratamentos que
receberam fungicidas apresentaram as menores taxas fotossintéticas (A) e os
menores fluxos de elétrons entre o PSIl e o PSI (Figura 21).

Também é possivel perceber que o tamanho aparente do sistema antena
(ABS/RC) dos tratamentos “Apenas fungicida (3x)” e “Carragena (1x)” sao
relativamente menores do que dos demais tratamentos, indicando que os tratamentos
“Apenas fungicida (3x)” e “Carragena (1x)” possuem sistemas antenas mais eficientes
(Plass). Por serem mais eficientes, os fluxos de energia por centro de reagdo da
clorofila tendem a serem menores, conforme indicado nas figuras 21g e 21h.

O indice SPAD também foi analisado para melhor entender como os diferentes
tratamentos afetaram o desenvolvimento das plantas. Na tabela 20 sdo apresentados
os valores da analise de variancia para essa variavel. Valores médios de cada uma

das leituras realizadas podem ser encontrados no Apéndice M.
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Tabela 20. Resultado da analise de varidncia para os parametros fisiolégicos analisados através do
Clorofildmetro (indice SPAD). Chapecé — SC, 2022.

Graus de Soma dos Média dos

Parametro Fator F p valor
Liberdade Quadrados  Quadrados
ingi Tratamento 3 288,6456 96,2152 3,3465 0,0194*
ndice
Erro 332 9545,2858 28,7509
SPAD
Total 335 9833,9314

*significativo para o teste F (< 5%).

Foram encontradas diferencas significativas entre as médias dos tratamentos
para o indice SPAD. Na figura 22, sdo apresentadas as diferencas entre os
tratamentos.

Figura 22 — Diferencas estatisticas entre os tratamentos para a variavel indice SPAD (a) e Correlacéo
de Pearson entre as variaveis “indice SPAD vs. Taxa fotossintética liquida” (b). Chapecd, SC, 2022.
Colunas com mesmas letras dentro de cada figura ndo se diferenciam entre si de acordo com o teste
de Tukey HSD (< 5%). Barras representam o erro padr&o. R?: coeficiente de determinago. r: coeficiente
de correlagao. Figura b: 320 observagoes.
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O unico tratamento que apresentou indice SPAD estatisticamente abaixo do
tratamento Carragena (1x) foi a combinagdo Carragena + Fungicidas. Os demais
tratamentos apresentaram-se estatisticamente similares, com destaque ao tratamento
“Carragena (1x)” o qual apresentou os maiores valores. Ao correlacionar-se as taxas
fotossintéticas com o indice SPAD observou-se uma correlagao de 43,5%, indicando

uma tendencia positiva entre essas variaveis.

3.2PARAMETROS MORFOLOGICOS
Os parametros morfologicos analisados durante a condugao do experimento

foram o nimero de perfilhos por planta e a area foliar (cm?) dessas plantas. Na tabela
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21, sao apresentados os valores da analise de variancia para ambas as variaveis.

Valores médios das leituras realizadas podem ser encontrados no Apéndice N.

Tabela 21. Resultado da analise de variancia para os parametros morfolégicos niumero de perfilhos e
area foliar. Chapecé — SC, 2022.

A Graus de Somados  Média dos
Parametro  Fator ] F p valor
Liberdade Quadrados  Quadrados
! Tratamento 3 93,12500 31,0417 16,7416 <0,0001*
Ndmero de
_ Erro 36 66,75000 1,8542
perfilhos
Total 39 159,87500
i . Tratamento 3 33232,58 11077,5 3,4195 0,0274*
Area foliar
Erro 36 116621,52 3239,5
(cm?)
Total 39 149854,10

*significativo para o teste F (< 5%).

Ambos os parametros apresentaram significancia para o teste F, ou seja,

observou-se diferenca estatistica entre as médias dos tratamentos. Ao buscar

entender quais foram os tratamentos que se diferenciaram, uma analise post-hoc foi

efetuada e é apresentada na figura 23.

Figura 23 — Diferengas estatisticas entre os tratamentos para as variaveis Numero de perfilhos (a) e

Area foliar (b). Chapeco, SC, 2022. Colunas com mesmas letras dentro de cada figura ndo se

diferenciam entre si de acordo com o teste de Tukey HSD (< 5%). Barras representam o erro padréo.
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O fato dos tratamentos que receberam fungicida terem apresentado maior

numero de perfilhos pode ser explicado pelo fato de que o fungicida utilizado possui

em sua composicado a molécula ativa Proticonazol, a qual demostra alta atividade

como regulador vegetal (Takahashi et al., 2022), bloqueando a sintese de
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estrigolactonas, horménio vegetal responsavel, dentre outras atividades, pela
regulacdo da emissao de novos perfilhos e brotagdes laterais nas plantas (Shang et
al., 2021).

Os mecanismos de agao das estrigolactonas nos vegetais ainda ndo € muito
bem compreendido e existem duas hipoteses que circundam esse regulador, uma é
de que as estrigolactonas possuem agao direta como bloqueadores da emisséo de
perfilhos e a outra é de que esses hormdnios atuam junto as auxinas facilitando seu
transporte até os meristemas primarios dos vegetais (Shang et al., 2021).

Da mesma forma, e indo de encontro com os numeros de perfilhos, o
tratamento que obteve a maior area foliar (cm?) por planta foi o tratamento “Apenas
fung. (3x)”. Entretanto, o tratamento apenas com carragena mostrou-se eficiente para
o incremento da area foliar mesmo com menor quantidade de perfilhos, mostrando-se
estatisticamente similar ao tratamento “Apenas fung. (3x)”. Parte desse resultado
deve-se aos componentes que constituem o bioestimulante a base de carragena
utilizado nesse trabalho (DEOLU-AJAYI et al., 2022).

3.3PARAMETROS BIOQUIMICOS

Os resultados referentes aos paradmetros bioquimicos AS, SOD, CAT e APX
foram transformados para /og1o com o intuito de serem analisados através de analises
paramétricas. O paradmetro bioquimico FAL foi transformado utilizando-se a
transformagao de Johnson’s para a aquisicdo de uma distribuicdo normal de seus
residuos (GUO & LUH, 2010). O parametro Proteina ndo necessitou de
transformagdes para serem analisado através de analises paramétricas. Os
resultados da analise de variancia para todos esses parametros podem ser
encontrados na tabela 22.

Embora transformagdes dos valores originais tenham sido realizadas a fim de
permitir a obtencdo de uma distribuicdo normal de seus residuos, todos os dados
originais foram utilizados para a confecgdo das figuras referentes aos parametros
bioquimicos. Utilizou-se as transformacdes apenas para as analises estatisticas.
Valores médios de cada uma das leituras realizadas podem ser encontrados no
Apéndice O.
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Tabela 22. Resultado da analise de variancia para os parametros bioquimicos analisados. Chapeco —

SC, 2022.
Parametro  Fator Graus de Soma dos Média dos . p valor
Liberdade @ Quadrados Quadrados

Tratamento 3 0,3341906 0,111397 8,4249 <0,0001*
CAT Erro 155 2,0494525 0,013222

Total 158 2,3836431

Tratamento 3 0,991817 0,330606 1,8913 0,1333
SOD Erro 155 27,094228 0,174801

Total 158 28,086045

Tratamento 3 0,7504678 0,250156 17,0328 <0,0001*
APX** Erro 154 2,2617508 0,014687

Total 157 3,0122186

Tratamento 3 8,92569 2,97523 3,2313 0,0239*
FAL** Erro 163 150,08349 0,92076

Total 166 159,00918

Tratamento 3 0,4326912 0,144230 3,0043 0,0321*
AS** Erro 161 7,7293982 0,048009

Total 164 8,1620894

Tratamento 3 3,71009 1,23670 0,2716 0,8458
Proteina Erro 164 746,70556 4,55308

Total 167 750,41566

*significativo para o teste F (< 5%). CAT (catalase), SOD (superoxido dismutase), APX (ascorbato peroxidase), FAL
(fenilalanina aménia liase), e AS (acido salicilico).

** total de leituras consideradas como outliers e descartadas: CAT (09leituras), SOD (09 leituras), APX (10 leituras),
FAL (01 leituras), AS (03 leituras).

As variaveis proteina e SOD nao apresentaram significancia estatistica na
diferenca entre suas médias, entretanto, decidiu-se por apresentar os dados médios
de cada uma dessas variaveis juntamente com as variaveis que apresentaram
tratamentos estatisticamente diferentes um dos outros. Essa analise pode ser

encontrada na figura 24.
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Figura 24 — Diferengas estatisticas entre os tratamentos para as Catalase (CAT) (a), Superdxido
dismutase (SOD) (b), Ascorbato peroxidase (APX) (c), Fenilalanina aménia liase (FAL) (d), Acido
salicilico (AS) (e), e Proteina (f). Chapeco, SC, 2022. Colunas com mesmas letras dentro de cada
figura nao se diferenciam entre si de acordo com o teste de Tukey HSD (< 5%). Barras representam o

erro padrao.
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A hipersensibilidade, producédo de espécies reativas de oxigénio (EROs), é a
primeira agcao de defesa usada pelas plantas para estimular, ativar mecanismos de
defesa e aliviar ameagas (estresses bidticos e abioticos) (TAIZ et al., 2017). No
entanto, se nao for bem regulada, a producéo excessiva de EROs pode causar intensa
peroxidagao lipidica e, em casos extremos, levar a morte vegetal (CHOUDHURY et
al. 2015; RECZEK et al. 2017). Portanto, a atividade de enzimas antioxidantes &
crucial para o bom desenvolvimento e defesa da planta.

A atividade média de CAT, APX, FAL e o conteudo médio de AS foram
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significativamente afetados pelos tratamentos. SOD foi a Unica enzima que néo foi
significativamente afetada (Figura 24). Curiosamente, o uso do fungicida sozinho ou
em combinagdo com a carragena teve um impacto negativo na atividade da APX
quando comparado a aplicagao unica da carragena (Tratamento “Carragena (1x)”).
Para a FAL, o uso de fungicidas isoladamente (Tratamento “Apenas fung. (3x)”) afetou
negativamente a atividade dessa enzima quando comparado a aplicagao unica da
carragena (Tratamento “Carragena (1x)”). Para a CAT, todos os tratamentos, exceto o
controle, tiveram um efeito semelhante. Muito similar a atividade da FAL, com exce¢ao
do controle, o conteudo de AS seguiu tendéncia semelhante.

Conforme observado na figura 24, em comparagao ao controle, o uso da
carragena e do fungicida foram capazes de aumentar a atividade da CAT, enzima
localizada nos peroxissomos e responsavel por quebrar o H202 em H20 + Oz (TAIZ et
al., 2017). SOD e APX s&o encontrados nas mesmas organelas vegetais (cloroplasto,
peroxissomo, mitocdndria, citosol e apoplasto), porém, essas enzimas quebram
diferentes tipos de EROs. Nenhuma diferenca entre os tratamentos foi observada para
a atividade de SOD, uma enzima que produz H20:2 a partir de O2™ (TAIZ et al., 2017).

Por outro lado, o uso da carragena foi capaz de aumentar a atividade da APX
(quebra H202 em monodesidroascorbato + H20), enquanto o uso do fungicida
suprimiu a atividade dessa enzima. Liu et al. (2021), avaliando os efeitos toxicologicos
do difenoconazol, fungicida utilizado na cultura do trigo, relataram que o fungicida
diminuiu a atividade de algumas enzimas nas folhas do trigo, levando a uma
diminui¢cdo no crescimento e desenvolvimento da planta. Esses autores sugerem que
o desenvolvimento da planta foi afetado em decorréncia da explosédo oxidativa e da
reducao da sintese de clorofila causada pelo fungicida.

Outro mecanismo de defesa utilizado pelas plantas contra estresses bidticos e
abidticos € a producdo de metabdlitos especializados (HARTMANN, 2007). Neste
caso, mas nao apenas, a atividade da FAL desempenha um papel importante para a
produgdo de compostos fendlicos, como o AS (LEFEVERE et al., 2020). Em
comparagao ao controle, o uso de fungicida sozinho ou em combinagdo com a
carragena induziu uma redugao leve, mas nao significativa, na atividade da FAL.

Ao testar os efeitos dos monoterpenos e do fungicida a base de tolclofos-metil
+ thiram no feijoeiro, Derbalah et al. (2022) nao relataram diferengas significativas na
expressao de FAL quando o fungicida foi aplicado (em comparagdo com o controle

nao tratado). Por outro lado, o uso de monoterpenos aumentou a expressao dessa
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enzima, semelhante aos resultados observados com o uso da carragena em plantas
de trigo. Esses autores nao testaram a combinacgao dos diferentes tratamentos usados
no experimento. Maior atividade da FAL em plantas pode indicar um maior acumulo
de proteina PR, maior teor de SA e, consequentemente, uma maior expressao das
rotas do acido salicilico (KIEFER & SLUSARENKO, 2003; WANG et al., 2018), o que
favorece a producdo de metabdlitos especializados (defesas naturais).

O acido salicilico desempenha um papel importante no desenvolvimento e
resisténcia das plantas, pois esta envolvido em diferentes vias de sinalizagdo de
defesa (WAR et al.,, 2011). Além disso, o AS também pode afetar o metabolismo
primario das plantas, regulando até certo ponto, a absorgao de nutrientes, relagcbes
hidricas, fotossintese, abertura/fechamento estomatico (HAYAT et al.,, 2010) e
interacbes da planta com organismos vizinhos (LEFEVERE et al., 2020). O AS é
produzido principalmente através da quebra de fenilalanina (Phe) em &acido
transcinamico pela FAL (LEFEVERE et al., 2020).

Assim como realizado para o experimento em campo aberto, buscou-se
identificar a correlagao entre a atividade da enzima FAL e da concentragédo de acido
salicilico pelas plantas de trigo. Essas correlagdes podem ser observadas na figura
25.
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Figura 25 — Correlagbes de Person para as variaveis “Atividade da FAL” e “Concentragdo de AS” em
plantas de trigo. Correlagdo entre todos os tratamentos (a), Correlagdo desconsiderando o controle
negativo (b), Correlagdo apenas para o controle negativo (c), Correlagdo apenas para o tratamento
“Fungicida (3x)” (d), Correlagdo apenas para o tratamento “Carragena (1x)” (e), Correlagdo apenas para
o tratamento “Carragena (1x) + fung. (3x)” (f). Chapeco, SC, 2022. R?: coeficiente de determinagio. r:
coeficiente de correlagdo. Figura a: 165 observagbes, Figura b: 123 observagdes, Figura c: 42

observagoes, Figura d: 41 observagdes, Figura e: 41 observagdes, Figura f: 41 observagoes.

a b
__ 014 __ 014
& =-0,0253x + 0,0576 e y = 0,0084x + 0,052
§ o012 . . e gk g 012 . . R? = 0,0008
o e o
5 0,1 . r=-0,1280 s 0,1 . r=0,02828
L - - . = -t -
T 008 . R W N T 008 . &
£ - .. 3 £ L) .
S oG0E | e, Tl S %, g ey 5 008 = R A o e B
LY - ] . oy -~ e f oy §
E oo = s '.‘c:_', "_.Eﬁ':"--:'-."' oo € o004 . I Y ‘:"_gr' ',‘?--3': e
b . o -
2 ooz 2 o002
w w
0 0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0 0,1 0.2 03 0.4
AS - (mg kg protein') AS - (mg kg protein™’)
¢ d
__ 014 __ 014
E E
£ 012 = £ o012
2 e Z . . y = -0,0432x + 0,0586
& 01 I = -0,6489 a 01 R?=0,0271
o . ;s o r=-0,1618
= 008 . e 008
g g v
E =
E 0,06 E 0,06
E o004 £ o004
- 0,02 < 0,02
= &
0 0
0 0,1 0,2 03 0,4 0 0,1 0,2 03 04
AS - (mg kg protein) AS - (mg kg protein™’)
e f
0,14 0,14 -
E g y=0,0112x + 0,0548 T i yhgn B
£ s £ ]
5 o R?=0,0028 s O r=0,1769
B sq r=0,0525 ..
[=% ‘ '
o o
T 008 . T 008 Ym g v
E (i £
o 0,06 L - = = = 0,06
£ L. GEE . £
E 004 E 004
' :
< 002 2 o002
[T w
0 0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0 0,1 0,2 0,3 0,4
AS - (mg kg protein-') AS - (mg kg protein™')

Apenas os tratamentos que receberam o bioestimulante a base de carragena
apresentaram correlagao positiva entre as variaveis AS e atividade da FAL. Maiores
atividades da FAL ndo garantem maiores acumulos de AS nas plantas (SU et al.,
2018). A quebra da Phe (fenilalanina) em acido trans-cindmico pode favorecer a
producao de diferentes compostos fendlicos além do AS (TAIZ et al., 2017). Esta pode

ser a razao pela qual a atividade da FAL e o conteudo de AS nao apresentaram alta
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correlacao na Figura 25.

Essa diferenca de correlacbes observadas em cada tratamento demonstra
quao dindmica € a atividade fisioldgica e bioquimica das plantas. Dependendo do
estimulo recebido, maiores ou menores quantidades de AS podem ser sintetizadas
(SU et al., 2018). O que fica claro a partir da figura 25 € que, mesmo com uma
correlagao baixa (maior correlagado observada de 17,69%) a utilizagéo de carragena
favorece a sintese de acido salicilico, 0 que pode trazer varios beneficios as plantas
(HAYAT et al., 2010; LEFEVERE et al., 2020).

3.4PARAMETROS FITOSSANITARIOS

A quantificagdo e analise da severidade de oidio ao 49° dia apds a aplicagao
do eliciador (DAA) foi o unico parametro fitossanitario considerado nesse estudo.
Apesar de ndo terem sido realizadas inoculagbes do patdogeno nos diferentes
tratamentos, essa contaminagcdo deu-se possivelmente devido ao solo utilizado para
preenchimento dos vasos. O solo, conforme descrito anteriormente, foi obtido de
areas experimentais aonde o cultivo de trigo ocorre anualmente.

Apobs coletado, o mesmo foi homogeneizado com substrato organico e entéo
utilizado para o preenchimento dos vasos, permitindo também uma homogeneizagao
da quantidade de esporos de Blumeria graminis distribuida entre os vasos dos
diferentes tratamentos.

Na tabela 23, sdo apresentados os dados referentes a analise nao paramétrica
(Kruskal-Wallis) para a severidade de oidio nos diferentes tratamentos ao 49° DAA do

eliciador.

Tabela 23. Resultado da analise ndo paramétrica Kruskal-Wallis para a severidade de oidio (parametro
fitossanitario). Chapecé — SC, 2022.
Parametro Graus de Liberdade ChiSq p valor
Severidade de oidio (%) 3 37,9562 <0,0001*

*significativo.

Nesse experimento, a Unica variavel que precisou ser analisada com a
utilizagcao de métodos nao-paramétricos foi a severidade de oidio em decorréncia da
existéncia de diferentes tratamentos sem a incidéncia da doencga (Tabela 24). Para
analisar a diferenga existente entre as médias dos tratamentos uma analise post-hoc

nao paramétrica (Mann-Whitney) foi utilizada.
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Tabela 24. Severidade de Oidio (%) ao 49° dias apds a aplicagdo (DAA) do eliciador. Chapeco, SC,
2022.

Parametro analisado Tratamento 49 DAA+ EP
Controle negativo 10,75+ 1,542
Apenas fungicidas (3x) 0,00 +0,00°
Severidade de Oidio Carragena (1x) 0,00 £ 0,00°
Carragena (1x) + fung. (3x) 0,00 +0,00°

CV (%) 193,69

EP — Erro Padrao. " néo significativo. Colunas com letras diferentes dentro de cada parédmetro analisada
identificam médias que sao estatisticamente diferentes de acordo com Mann-Whitney (<5%).

Conforme ja demonstrado por Gorlach et al. (1996), Twamley et al. (2021) e
Ducatti et al. (2022), e observado nos resultados obtidos em campo aberto (Capitulo
01), a utilizagdo de eliciadores, e no caso desse trabalho da carragena, garantiu a
auséncia de incidéncia de oidio no tratamento em que o uso de fungicida (3
aplicagdes) ndo foi realizado. Esse resultado também vai de encontro com o
estabelecido por Gorlach et al. (1996), o qual afirma que uma unica aplicagao de
eliciadores na cultura do trigo é o suficiente para garantir uma maior resisténcia contra
oidio durante toda a fase de crescimento da cultura.

Os tratamentos “Apenas fungicida (3x)” e “Carragena (1x) + fung. (3x)” também
nao apresentaram incidéncia de oidio. Desses tratamentos, aquele que recebeu
apenas fungicida proporcionou as plantas resisténcia ao oidio devido a utilizacdo do
agroquimico, enquanto o tratamento que combinou a aplicagcdo de carragena +
fungicida, propiciou uma protegdo dupla as plantas. Essa protegdo decorrente da
utilizagado da carragena deve-se principalmente a sintese e maior concentragao de AS

nas plantas (Figura 24e).

3.5ESTRESSE POR CALOR

Com o objetivo de verificar se a utilizagdo do bioestimulante a base de
carragena poderia propiciar as plantas uma maior tolerancia ao estresse calorico, no
42° DAA do eliciador as plantas foram submetidas por 12 horas a uma temperatura de
48+4 °C. Sete dias apos esse estresse calodrico 10 plantas de cada tratamento foram
coletadas e analisadas.

Essas analises consistiram na separagao das partes com lesdes decorrentes

do estresse caldrico (clorose e necrose) das partes ndo lesionadas/afetadas das
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plantas. Apds essa separacao, as partes foram levadas a estufa com circulagao de ar
forcada até a obtencdo de peso constante (matéria seca — MS). Na tabela 25 séo
apresentados os dados da analise de variancia decorrentes do estresse caldrico
sofrido pelas plantas. A variavel “Massa seca com dano” foi transformada utilizando-
se a transformacao de Johnson’s para a aquisicao de uma distribuicdo normal de seus
residuos (GUO & LUH, 2010).

Tabela 25. Resultado da analise de variancia para a “Massa seca com dano” e “Massa seca sem dano”

(estresse caldrico). Chapecéd — SC, 2022.

Graus de Soma dos Média dos

Paréametro  Fator ) F p valor
Liberdade Quadrados  Quadrados

Tratamento 3 3,7032939 1,23443 10,0995 <0,0001*
Massa seca

Erro 36 4,4001616 0,12223
sem dano

Total 39 8,1034556

Tratamento 3 29,005150 9,66838 31,6568 <0,0001*
Massa seca

Erro 36 10,994850 0,30541
com dano

Total 39 40,000000

*significativo para o teste F (< 5%).

Para verificar quais os tratamentos que proporcionaram uma maior resisténcia
das plantas ao estresse caldrico, uma analise post-hoc foi realizada e é apresentada

na figura 26.

Figura 26 — Diferencgas estatisticas entre os tratamentos para as variaveis “Massa seca sem dano” (a)
e “Massa seca com dano” (b). Chapeco, SC, 2022. Colunas com mesmas letras dentro de cada figura

nao se diferenciam entre si de acordo com o teste de Tukey HSD (< 5%). Barras representam o erro

padréo.
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Em relacdo a massa sem dano (Figura 26?), o tratamento controle foi o que
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apresentou 0 menor desenvolvimento em comparagido aos demais. Possivelmente
isso deve-se ao fato de ter sofrido com a incidéncia de oidio, o que nao foi observado
nos demais tratamentos. Os demais tratamentos apresentaram-se estatisticamente
similares quanto ao seu desenvolvimento e acumulo de matéria seca.

Ao contrario da massa seca sem dano, o dano causado pelo estresse caldrico
(Figura 26b) foi superior naqueles tratamentos que receberam aplicacbes de
fungicidas. O tratamento “Carragena (1x) + fung. (3x)” apresentou menores danos em
relacdo ao tratamento “Apenas fungicida (3x)” em decorréncia da utilizagdo do
eliciador, o que fica claro quando comparamos o tratamento “Controle negativo” e
“Carragena (1x)” aos demais tratamentos.

Conforme exposto por Deolu-Ajayi et al. (2022) para bioestimulantes no geral e
por Shukla et al. (2016) para a carragena, a utilizagao de eliciadores ajuda as plantas
a enfrentarem e superarem estresses bidticos e abidticos de forma mais eficiente e
apresentando menores danos post stress.

O fungicida utilizado durante o experimento € composto por Trifloxystrobin +
Prothioconazole. Esse fungicida tem demonstrado ser um grande causador de fitoto-
xicidade em diversas culturas. Leandro (2017) demostrou que o fungicida Fox®
quando aplicado em plantas de soja apresentou uma grande probabilidade de causar
fitotoxicidade devido a redugcado na quantidade de carotenoides presentes nas folhas,
reducdo na concentracado de clorofila e aumento da concentracdo de EROs, o que
resultou em uma porcentagem de fitotoxicidade de 7,0%. Muito similar aquela obser-
vada no presente trabalho, a qual foi de 8,83% para o tratamento “Apenas fungicida
(3x)”.

Roseghini (2016) avaliando o efeito do fungicida a base de Trifloxystrobin +
Prothioconazole em soja também relatou problemas de fitotoxicidade que alcangaram
uma severidade de até 6,8%. De acordo com Dias (2012) o equilibrio existente entre
as EROs produzidas pelas plantas e a acdo de enzimas antioxidantes pode ser afe-
tada pela utilizacdo de fungicidas, o que explicaria o aparecimento de maiores danos

fitotoxicos nos tratamentos que receberam a aplicagéo dos fungicidas.

4. CONCLUSOES
A utilizagdo de um delineamento inteiramente casualizado com o controle de
todas as variaveis e com a utilizagdo de barreira fisica entre os tratamentos para im-

pedir a intercomunicacédo entre os mesmos propiciou a obtencao de resultados mais
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confiaveis, com menores coeficientes de variagao (apéndices) e com maiores diferen-
ciacoes estatisticas.

A utilizagao da carregena sozinha se mostrou eficiente para a ativagdo do me-
tabolismo secundario vegetal e para a obtengcdo de plantas com maior desenvolvi-
mento. Quando combinada ao fungicida, a carragena teve parte de sua agao supri-
mida, mostrando que o uso de fungicidas prejudica o desenvolvimento vegetal. Isso
pode ser comprovado ao se analisar a utilizacdo de fungicidas sem a presenca de
carragena, o qual causou uma diminuigao dos parametros referentes ao metabolismo
especializado, assim como permitiu uma menor resisténcia das plantas ao teste de
estresse calorico.

A carragena, com uma unica aplicagdo, se mostrou uma 6tima aliada para a
ativagdo do metabolismo especializado vegetal, para uma melhor fluidez de elétrons

entre os fotossistemas, e para a defesa/desenvolvimento vegetal.
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CAPITULO 03 - COMPARAGAO ENTRE OS EFEITOS DA ELICIAGAO VEGETAL

NOS MODELOS DE EXPERIMENTAGAO NO FORMATO DE DELINEAMENTO EM

BLOCOS CASUALIZADOS E DELINEAMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO
COM MODIFICAGOES

Doi: https://doi.org/10.1007/s00344-022-10838-4

RESUMO

O uso das defesas naturais das plantas contra estresses bidticos e abidticos tem
ganhado muita atencao nas ultimas décadas. Esta técnica é realizada principalmente
com a eliciagao de plantas por uma variedade de diferentes compostos e estimulos,
incluindo aqui os Compostos Organicos Volateis (VOCs). No entanto, como as plantas
podem se comunicar umas com as outras, principalmente usando VOCs, a maioria
dos estudos de eliciacao vegetal sdo mal conduzidos e propensos a gerar informagoes
errbneas e tendenciosas sobre o real potencial de eliciacdo de diferentes compostos
em diferentes plantas e condicbes. Para evitar tais problemas, os desenhos
experimentais e o planejamento dos ensaios devem ser conduzidos com cautela. O
potencial eliciador de uma molécula ou de diferentes estimulos deve ser avaliado em
condi¢des totalmente controladas onde a possibilidade de intercomunicagéo entre
diferentes tratamentos seja reduzida a zero. Objetivou-se com esse estudo verificar a
interferéncia existente entre dois experimentos, um realizado em campo aberto na
forma de delineamento de blocos ao acaso e outro em condigdes totalmente
controladas na forma de delineamento inteiramente casualizado com adaptacées. Em
média, observou-se uma interferéncia superior a 22% para os parametros avaliados.
Com esses resultados, foi proposta uma recomendagdo sobre como realizar
adequadamente ensaios de eliciagao vegetal.

Palavras-chave: Comunicagcdo planta-planta, desenho experimental, eliciagcao

vegetal, inducao de resisténcia, interferéncia causada por VOCs.

ABSTRACT

The use of plants’ natural defenses against biotic and abiotic stresses has gained a lot
of attention in the last few decades. This technique is mainly performed with plant
elicitation by an array of different compounds and stimuli, including here the Volatile

Organic Compounds (VOCs). However, because plants can communicate with one
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another, chiefly using VOCs, most of these plant elicitation studies are misconducted
and prone to generate misleading and biased information regarding the potential of
eliciting compounds over different plants and conditions. To avoid such problems,
experimental designs and trial planning must be conducted with caution. A molecule
eliciting potential or different stimuli must be assessed in total controlled conditions
where the possibility of the intercommunication between different treatments is brought
to zero. This study aimed to verify the interference that existed between two
experiments, one performed in open field as a randomized complete block design, and
another performed in total controlled conditions as a completely randomized design
with adaptations. On average, an interreference of over 22% was observed for the
parameters assessed. With these results, a recommendation on how to properly
perform plant elicitation trials was proposed.

Keywords: Experimental design, induction of resistance, plant-plant communication,

plant elicitation, VOCs interference.

1. INTRODUCAO

A eliciagao vegetal foi descrita pela primeira vez no inicio do século 20 com o
uso de esporos atenuados de Botrytis cinerea para aumentar a resisténcia de plantas
de begbnia contra esta mesma espécie de fungo (CONRATH, 2006). No entanto, foi
somente apos a década de 1970, com a descoberta das vias envolvidas na sintese
de metabdlitos especializados (entdo considerados residuos metabdlicos), que os
estudos de eliciagdo de plantas realmente decolaram mundo a fora (HARTMANN,
2007).

Hoje em dia, esses estudos sao realizados por pesquisadores com o uso de
compostos naturais/sintéticos e organicos/inorganicos e diferentes estimulos
(incluindo aqui o som e o toque — GAGLIANO et al., 2017; MARKIVIC et al., 2019)
para aumentar a resposta da hipersensibilidade (Oxidative Burst - produgdo de
espécies reativas de oxigénio) e do metabolismo especializado dos vegetais. A maioria
desses estudos tem como objetivo identificar melhores abordagens para potencializar
o poder dos pesticidas disponiveis comercialmente e criar uma agricultura mais
sustentavel, explorando as defesas naturais das plantas contra estresses bidticos e
abidticos.

Desde a década de 1970, mais de duzentos mil metabdlitos especializados

sintetizados por plantas foram descobertos e identificados (HARTMANN, 2007), entre
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eles os compostos organicos volateis (VOCs). Esses compostos funcionam como
grandes comunicadores para organismos vizinhos proximos e distantes, incluindo aqui
ndo apenas plantas (PIESIK et al., 2012; NINKOVIC et al., 2019).

Embora os mecanismos de reconhecimento de VOCs pelas plantas ainda nao
sejam completamente compreendidos (LORETO & D'AURIA 2022), claramente, os
VOCs podem induzir as plantas a se prepararem e se defenderem contra ameacas
presentes em seus arredores (MARKOVIC et al., 2019). E é aqui que residem todas
as dificuldades na realizagdo de ensaios para avaliar o potencial eliciador de
diferentes moléculas/estimulos.

Evitar essas intercomunicagdes € essencial para realizar adequadamente os
estudos de eliciagao de plantas. Portanto, a pergunta que sempre deve ser feita antes
de iniciar ensaios de eliciacdo vegetal é: A eliciagdo vegetal sera realizada em
condicbes experimentais que permitirdo a geracdo de informagdes imparciais e
confiaveis sobre o real potencial eliciador de diferentes moléculas/estimulos?

Para responder a esta questdo, deve-se considerar que as plantas, “em
condi¢des normais de crescimento”, liberam de volta para a atmosfera, na forma de
VOCs, cerca de um quinto de todo o CO2 capturado durante a fotossintese (BALDWIN,
2010). Quando as plantas sao estimuladas a aumentar seus mecanismos de defesa,
ou seja, seu metabolismo especializado, seria de se esperar uma maior troca de
carbono entre as plantas e a atmosfera, e é exatamente isso que acontece.

A maioria dos compostos eliciadores utilizados na agricultura tem o poder de,
além de condicionar as plantas ao aumentar suas defesas, também estimular o seu
metabolismo primario, melhorando assim a assimilacdo de CO2 e o
crescimento/rendimento das plantas (CAPITULOS | e Il; ERB & KLIEBENSTEIN,
2020).

Portanto, e devido ao fato de que os VOCs liberados pelas plantas podem
interferir nas plantas vizinhas, testar compostos/estimulos eliciadores em condigdes
de campo aberto e/ou sem a utilizagdo de barreiras fisicas, aumentara a possibilidade
de gerar dados errbneos e tendenciosos. Além disso, foi demonstrado que os VOCs
tém tempos de vida diferentes na atmosfera (HOLOPAINEM & BLANDE, 2012), o que
novamente pode levantar a possibilidade de interferéncia entre tratamentos e
testemunhas.

Essas interferéncias causadas pelos VOCs em plantas vizinhas, se nao forem

bem controladas e avaliadas, contribuem para a geragdo de informagdes “néo
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confiaveis” (resultados mascarados) sobre o potencial eliciador de um
composto/estimulo e ja foram demonstradas por diferentes pesquisadores (PIESIK et
al., 2013; BRAMBILLA et al., 2022)).

Dessa forma, a pergunta que fica é: como deve ser a forma mais adequada de
testar o potencial de determinados compostos/estimulos eliciadores de plantas para
dar origem a dados bem fundamentados quando trabalhando com experimentos de
eliciacdo vegetal? A resposta a essa pergunta esta principalmente no desenho
experimental utilizado para a condugao desses ensaios.

Diante disso, esse trabalho dedicou-se a analisar os dados obtidos da eliciacédo
de plantas de trigo em diferentes situagcées (campo aberto e fitotron) com o objetivo

de definir as melhores condi¢des para testar moléculas eliciadoras nessa cultura.

2. MATERIAIS E METODOS

Os dados referentes as variaveis Atividade enzimatica da Catalase (CAT),
Fenilalanina aménia liase (FAL), Superéxido dismutase (SOD), assim como os dados
obtidos para Acido salicilico (AS), Carbono interno (Ci), Transpiracéo (E), Condutancia
estomatica (Gs), Fotossintese (A), Uso eficiente da agua (WUE), Eficiéncia interna de
carboxilagéo (EiC), Severidade de oidio, e indice SPAD obtidos nos experimentos
realizados nos Capitulos 1 e 2 desse trabalho foram utilizados.

Essa analise baseou-se apenas nesses parametros devido a terem sido os
parametros que estiveram presentes em ambos os anos de avaliacdo. Por exemplo,
no ano de 2021 foi contabilizada a altura de plantas, a qual ndo esteve presente como
uma variavel analisada no ano de 2022.

Algumas variaveis foram analisadas de formas diferentes em ambos os anos,
por exemplo, a atividade enzimatica da CAT, FAL e SOD em 2021 foi analisada por
miligrama de matéria fresca das amostras. J&a em 2022, essas atividades foram
analisadas em gramas de proteina das amostras. Dessa forma, e para evitar
comparagdes erréneas, optou-se por padronizar as comparagdes levando em
consideragao a porcentagem de incremento ou decréscimo dessas variaveis para os
diferentes tratamentos e/ou a subtragao das leituras em relagéo ao controle negativo,
ou seja, em relagdo ao tratamento que ndo recebeu nem os eliciadores e nem os

fungicidas.
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2.1 COMPARAGAO DE MEDIAS

Considerou-se a média global do controle negativo como sendo 100%, € a partir
desse valor obteve-se as porcentagens de acréscimo e/ou decréscimo que ocorreram
em comparacéo a média geral dos diferentes tratamentos. E importante que fique
claro que o objetivo dessa analise foi mostrar a diferenca observada entre o
experimento realizado em campo aberto na forma de Delineamento em Blocos
Casualizados (DBC) em relagdo ao experimento realizado em fitotron na forma de

Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), com adaptagoes.

2.2 COMPARAGAO ENTRE DESENHOS EXPERIMENTAIS

Outra analise foi realizada para comparar, com métodos estatisticos de
comparagao de médias, a diferenga existente para cada uma dessas variaveis entre
os anos de 2021 (DBC) e 2022 (DIC). Para essa analise, os dados foram padronizados
da seguinte forma: cada leitura, para cada variavel, foi subtraida da média global
obtida de todas as leituras realizadas para o controle negativo, através da seguinte
férmula:

Y=1; — Xn
Onde: Y é o valor encontrado da subtracao realizada para cada leitura dentro de cada
variavel, L; é a leitura realizada para cada variavel em cada momento durante o
experimento, e X, € a média de todas as leituras realizadas do controle negativo para
cada variavel durante o experimento.

A andlise estatistica desses dados levou em consideragdo a checagem de
outliers (dados que evidentemente se diferenciam dos demais — Teste de Amplitude
Interquartilica) com seus respectivos descartes e posteriormente a realizagdo da
analise de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk Test). Na observancia de uma
distribuicdo ndo normal dos residuos, os dados foram tratados (tratamentos descritos
nas tabelas e figuras caso existam) para aquisi¢do de uma distribuicdo normal. Dados
que, mesmo apos tratamento apresentaram distribuicdo fora de normalidade, foram
analisados via analises ndo-paramétricas.

Dados com distribuigdo normal foram submetidos a analise de variancia (One-
way-ANOVA) e suas médias, quando significativas (< 5%), foram comparadas pelo
teste estatistico F-Teste. Os dados que apresentaram distribuicdo fora de
normalidade, mesmo apos tratamento, foram submetidos ao teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis.
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Todas as analises estatisticas do trabalho em questao foram realizadas via
JMP® Pro 14.0.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A condugdo de testes de eliciagdo vegetal em diferentes desenhos
experimentais sem a realizacao de adaptagdes para prevenir que a intercomunicagao
entre parcelas/tratamentos ocorra, tende a produzir muitos ruidos nos dados obtidos.
Esses ruidos podem levar a conclusdes errbneas e ao descarte de potentes
moléculas/produtos como possiveis opg¢des para o controle de insetos-
pragas/patégenos e a criagao de uma agricultura mais sustentavel.

Na tabela 26, sdo demonstradas as comparagdes, em porcentagem, entre as
médias de cada tratamento em relagdo ao controle negativo. Também é apresentada
nessa mesma tabela a diferenca observada entre os anos de 2021 e 2022 para cada

tratamento e a diferengca média total entre 2021 e 2022 para todos os tratamentos.

Tabela 26. Diferencas médias observadas (%) em relagdo ao controle negativo para as variaveis
Catalase (CAT), Fenilalanina aménia liase (FAL), Superéxido dismutase (SOD), Acido salicilico (AS),
Carbono interno (Ci), Transpira¢do (E), Condutancia estomatica (Gs), Fotossintese (A), Uso eficiente
da &gua (WUE), Eficiéncia interna de carboxilago (EiC), Severidade de oidio, e indice SPAD para os

experimentos realizados em 2021 (DBC) e 2022 (DIC, com adaptagbes). Chapeco — SC, 2022.

Diferencas (%) entre as médias dos diferentes tratamentos em relagéo ao controle negativo

Ano Tratamento CAT FAL SOD AS Ci E Gs A WUE EIC Oidio  SPAD
Apenas fungicidas (3x) -105 640 -99 99 -191 648 402 639 -150 839 -228 2,92
2021  Carragena (1x) -290 540 0,21 - -1,12 3,95  -230 212 417 2,79 4,35 0,77
Carragena (1x) + fung. (3x) 9,10 -558 -514 -563 -123 -167 -0,23 2,00 0,06 302 -304 2,73
Apenas fungicidas (3x) 349 -03¢4 -219 7,69 12,1 -044 062 -663 -698 -475 -100 -1,26
2022  Carragena (1x) 283 445 406 205 208 13,5 20,0 18,5 2,33 -139  -100 -2,01

Carragena (1x) + fung. (3x) 17,3 -578 -469 16,1 28,1 0,54 39 -116 -11,1 -374 -100 -4,31
|

Diferencas (%) entre as médias dos diferentes tratamentos em 2021 (DBC) e 2022 (DIC, com mod.)
Apenas fungicidas (3x) 454 6,74 318 221 14,1 6,93 3,39 13,0 5,48 55,8 771 4,18
Carragena (1x) 31,3 094 408 - 21,9 963 223 16,3 6,51 16,7 1043 1,24
Carragena (1x) + fung. (3x) 264 0,19 521 21,7 293 1,13 4,13 13,6 11,2 40,4 69,5 7,05

Diferenga média total (%) observada entre todos os tratamentos (2021 vs. 2022)
34,4 2,63 41,6 11,9 21,7 5,89 9,97 14,3 7,74 37,7 83,6 4,16

A influéncia dos diferentes desenhos experimentais afetou de forma
significativa algumas das variaveis analisadas no decorrer dos experimentos. A
severidade de oidio foi afetada, em média, em 83,6%, assim como as atividades da
CAT e da SOD, que tiveram suas atividades afetadas em 34,4% e 41,6%,

respectivamente.
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Diferentes autores ja haviam relatado a capacidade que VOCs possuem em
afetar plantas/parcelas vizinhas e como isso pode afetar e causar ruidos nos
resultados e conclusdes obtidas em diferentes estudos de eliciagdo vegetal. Na tabela

27 sao apresentados alguns desses trabalhos.

Tabela 27. Alguns trabalhos demonstrando a interferéncia que diferentes estimulos podem trazer as

plantas vizinhas, afetando os resultados obtidos.

Publicacao

Molécula/organismo
utilizado para a eliciagéo

Plantas
emissoras
de VOCs

Plantas
receptoras
de VOCs

Resultados

PIESIK et al.,
2013

GIRON-
CALVA et al.,
2017

MARKOVIC et
al., 2019

VICHEROVA
et al., 2020

JIN et al., 2021

BRAMBILLA et
al., 2022

Inoculagao de Fusarium
spp.

Hervivoria promovida por
Pieris brassicae + enjuria
mecanica em ambientes
com diferentes
concentragdes de ozénio

Toque por uma escova

VOCs de Sphagnum
flexuosum

Déficit hidrico

Blumeria graminis f. sp.

hordei

Trigo e
cevada

Repolho

Milho

S.
flexuosum

Camellia
sinensis

Cevada

Trigo e
cevada

Repolho

Milho

Hamatocauli
S vernicosus

Camellia
sinensis

Cevada

Plantas nao infectadas colocadas
a distancias de 1 e 3 metros de
plantas infectadas tiveram sua
producado de VOCs afetada em
25-50% e 10-25%,
respectivamente.

Concentragdes mais altas de
ozobnio afetaram o potencial dos
VOCs em estimular plantas
vizinhas. Os repolhos receptores
de VOCs foram eliciados por
plantas vizinhas danificadas e/ou
nao danificadas. As taxas de
emisséo de VOCs por plantas
expostas aos repolhos
danificados, apos trés dias de
introdugéo de P. brassicae, foram
aproximadamente 6% e 15%
maiores em ambientes com niveis
de 0z6nio normais e enriquecidos,
respectivamente, quando
comparados ao controle.

Plantas de milho receptoras de
VOCs tiveram seu metabolismo
especializado e a expresséo de
genes relacionados a defesa
afetados por plantas vizinhas que
foram estimuladas pelo toque.

H. vernicosus teve sua produgao
e composicao de VOCs afetadas
quando exposto a VOCs de S.
flexuosum. O crescimento de H.
vernicosus também foi afetado.

C. sinensis recebendo VOCs de
C.sinensis sob estresse hidrico
teve seu conteudo de espécies
reativas de oxigénio (ROS)
aumentado, alterou sua
estrutura/caracteristicas
anatdmicas e mostrou-se menos
suscetivel as condigbes de seca.

Plantas de cevada receptoras de
VOCs foram eliciadas e tiveram
uma maior expressao de genes
relacionados a defesa, o que por
sua vez tornou as plantas menos
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suscetiveis a B. graminis.

As investigacdes descritas na Tabela 27 mostram a interferéncia que os VOCs,
produzidos por plantas eliciadas tém sobre plantas vizinhas que nao receberam os
compostos/estimulos eliciadores. Essas plantas nao eliciadas tiveram sua resisténcia
a estresses bidticos e abidticos aumentada devido a intercomunicagao entre plantas
(realizada por VOCs).

Ao induzir plantas em “condicdes ndo controladas” ou quando nao isolando
totalmente os “controles” dos “tratamentos”, pesquisadores permitem que as plantas
eliciadas interajam com organismos vizinhos por meio do uso de VOCs, conforme
mostrado nas Tabelas 26 e 27. Esses VOCs eliciardo plantas vizinhas e criarao
diversos ruidos nos dados gerados.

Deve-se considerar também que plantas que recebem uma mistura de
diferentes VOCs (plantas eliciadas indiretamente) podem ser mais fortemente
eliciadas a condi¢cbes estressantes, ou seja, plantas que recebem VOCs podem
apresentar melhores resultados quanto a resisténcia a estresses bidticos e abidticos
e/ou rendimentos mais altos quando comparados a plantas diretamente eliciadas
(BROSSET & BLANDE, 2022).

Embora a diferenca observada entre alguns parametros nos experimentos
conduzidos em 2021 e 2022 tenha sido grande, buscou-se verificar se essas
diferengas foram significativas. Para isso, comparou-se as médias gerais obtidas das
subtragdes realizadas conforme descrito na secdo “Materiais e Métodos”. Essa

comparagao pode ser observada na tabela 28.

Tabela 28. Comparacéo entre as diferencas de médias para as variaveis Catalase (CAT), Fenilalanina
amonia liase (FAL), Superdxido dismutase (SOD), Acido salicilico (AS), Carbono interno (Ci),
Transpiragédo (E), Condutancia estomatica (Gs), Fotossintese (A), Uso eficiente da agua (WUE),
Eficiéncia interna de carboxilagdo (EiC), Severidade de oidio, e indice SPAD analisadas em 2021 (DBC)

e 2022 (DIC, com adaptagdes).

Graus de Soma dos Média dos p valor ou
Parémetro  Fator ) F )
Liberdade Quadrados  Quadrados ChiSq
Ci? - 1 - - - 0,0006**
Ano 1 0,10288 0,10288 0,1019 0,7500
E’' Erro 188 189,89712 1,01009
Total 189 190,00000

Gs' Ano 1 0,54176 0,54176 0,5376 0,4643
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Erro 188 189,45824 1,00776

Total 189 190,00000

Ano 1 0,71184 0,71184 0,7070 0,4015
A Erro 188 189,28816 1,00685

Total 189 190,00000

Ano 1 11,18740 11,1874 11,7622 0,0007*
EiC’ Erro 188 178,81260 0,951

Total 189 190,00000

Ano 1 0,50663 0,50663 0,2251 0,6357
WUE Erro 188 423,07213 2,25038

Total 189 423,57877
ingi Ano 1 10,25139 10,2514 10,4852 0,0013*
ndice
SPAD' Erro 370 361,74861 0,9777

Total 371 372,00000
CAT! Ano 1 26,73883 26,7388 29,9304 <0,0001*

Erro 232 207,26117 0,8934

Total 233 234,00000
SOD? - 1 - - - 0,0033**
FAL? - 1 - - - <0,0001**
AS? - 1 - - - 0,5234
Oidio? - 1 - - - <0,0001**

*significativo para o teste F (< 5%).

**significativo para o teste de Kruskal-Wallis (< 5%).

‘essas varidveis foram transformadas utilizando a equacdo de Johnson’s Transformation para adquirirem
distribuicdo normal.

2essas variaveis foram analisadas via analises ndo paramétricas.

Pode-se verificar que houve diferenca estatistica para muitas das variaveis
analisadas no decorrer dos experimentos conduzidos nos anos de 2021 (DBC) e 2022
(DIC, com adaptagdes). Portanto, como deve ser a forma mais adequada de testar o
potencial de certos compostos/estimulos eliciadores de plantas para dar origem a
dados bem fundamentados?

Como os VOCs tém esse grande potencial de interferir em plantas/organismos
vizinhos, é fundamental que os estudos de eliciagdo vegetal sejam conduzidos em
ambientes totalmente controlados e que os tratamentos sejam totalmente isolados uns
dos outros, evitando a possibilidade de intercomunicagéo entre eles. Na Figura 27, é
apresentado o que fazer e 0 que nao fazer para avaliar o potencial eliciador de

diferentes compostos em diferentes plantas e condicdes.



Figura 27 — O que fazer e o que evitar ao conduzir testes de eliciagcao vegetal.
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<@
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Co
Eliciador VOCs

Tratamento Controle

Plantas eliciadas Plantas nao eliciadas

E:'\:‘
Composto/
Estimulo M’
Eliciador

Tratamento Controle

Plantas eliciadas Plantas nao eliciadas

O QUE FAZER?

» Preferéncia para a condugdo de experi-
mentos na forma de Delineamentos Inteira-
mente Casualizados para a padronizagao
das condicbes de desenvolvimento das
plantas;

+ Utilizagdo de barreiras fisicas que impegam a
intercomunicacdo de plantas/parcelas
através da utilizacdo de VOCs. Nao utilizar
barreiras fisicas vivas, por exemplo plantas,
nesse caso;

« Impedir atroca gasosa entre tratamentos;

» Quando necessario, permitir a entrada/saida
de gases através de tubos/canos isolados
para casa tratamento;

* As repeticobes dos diferentes tratamentos
podem ser posicionadas dentro de um
mesmo ambiente, de preferéncia controlado;

« Paraamensuragdo das varidveis estudadas,
recomenda-se aguardar a dissipacdo dos
VOCs produzidos e emitidos pelo tratamento
sendo analisado, antes de analisar um outro
tratamento.

O QUE NAO FAZER?

Tentar evitar a utilizagdo de desenhos
experimentais aonde seja dificultada a
padronizagdo das condigbes de desen-
volvimento das plantas, como diferenca na
fertilidade do solo, iluminagéo, ventilagao,
etc.;

Experimentacdes em campo aberto ou em
condicdes controladas sem a utilizacao de
barreiras fisicas para impedir a troca gasosa
entre plantas/parcelas;

Permitir a troca gasosa entre tratamentos;
Presenca de outras espécies de plantas
(ervas daninhas), insetos e patdégenos dentro
de diferentes parcelas/tratamentos;
Variaveis diferentes para os tratamen-
tos/repeticdes, por exemplo: umidade,
incidéncia solar (radiag&o), indice nutricional
do solo, presenga de espécies invasoras, etc.

Fonte: Adaptado de DUCATTI, 2023.
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4. CONCLUSOES

Testar o potencial eliciador de diferentes moléculas e estimulos ndo pode ser
considerado algo trivial. A presenga de diferentes condigdes assim como a utilizagao
de desenhos experimentais incorretos e/ou nao adaptados a esses estudos pode
afetar significativamente os resultados obtidos e levar a conclusdes errbneas e
tendenciosas quanto ao real poder eliciador de diferentes moléculas e estimulos.

Dessa forma, recomenda-se a utilizacdo de delineamentos inteiramente
casualizados com adaptagdes, nesse caso, a utilizacdo de barreiras fisicas para
impedir a intercomunicacdo entre parcelas/tratamentos. Outros desenhos
experimentais, como por exemplo o delineamento em blocos casualizados, quadrado
latino, etc. podem ser utilizados, entretanto, a utilizacdo de barreiras fisicas e o
controle das diferentes variaveis nesses tipos de desenhos experimentais € muito

mais dificil, 0 que aumenta a propensao de interferéncias nos resultados obtidos.
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APENDICE A - Valores de condutancia estomatica (Gs — mol m2 s™'), Concentragao interna de CO>

(Ci — umol mol "), transpiragao (E - mmol H20 m s™), taxa fotossintética liquida (A - umol CO2 m?2 s™),

eficiéncia instantanea da carboxilagéo (EiC — A Ci") e eficiéncia do uso da agua (WUE —A E™") aos 1,

8, 15 e 22 dias apds primeira aplicagdo (DA1A) e aos 1, 8 e 15 dias apds segunda aplicagéo (DA2A)

dos eliciadores. Chapecé, SC, 2021.

PA' Tratamento 1DA1A+ EP 8DA1A + EP 15DA1A+ EP 22DA1A+ EP 1DA2A + EP 8DA2A+ EP 15DA2A + EP
Controle negativo 288,87 £5,72" 276,37 £7,98 ™ 287,33 +526" 258,37 £2,051 293,83 +2,36" 315,00 +3,91" 339,129,141
Apenas fungicidas (3x) 276,33 +2,14 257,87 £5,35 274,75 +4,78 259,62 +7,32 289,12 + 3,02 311,50 +2,74 328,12+5,18
Carragena (1x) 294,25 +6,72 256,12 + 8,87 278,00 + 3,94 263,75+ 1,31 294,62 +2,37 311,87 £1,62 328,00 +2,59
Carragena (1x) + fung. (3x) 292,75 +9,94 261,87 £12,77 280,25 +4,93 256,75 + 3,38 297,00 + 2,52 309,62 +5,42 338,33 +3,65
ci Carragena (2x) + fung. (3x) 283,62 +4,31 261,00 £ 11,59 282,37 £3,15 261,75 + 3,67 292,12 £ 1,66 350,06 + 38,9 325,62 + 3,89
ASM (1x) 283,62 + 3,01 258,87 +7,90 284,00 + 3,73 262,25 5,30 292,27 £3,45 309,37 + 4,66 338,87 + 3,51
ASM (1x) + fung. (3x) 279,00 + 3,14 251,87 £1,77 279,50 + 5,94 261,50 £6,52 293,5+0,01 313,00 + 1,94 330,62 + 5,35
ASM (2x) + fung. (3x) 289,37 +6,10 263,12 + 6,64 283,00 + 7,56 268,00 +2,16 288,66 + 1,58 304,75+ 1,42 331,50 + 3,49
CV (%) 3,76 6,30 3,44 3,26 1,67 8,96 3,06
ANOVA (p-valor) 0,1927 0,6588 0,7627 0,7508 0,2534 0,4458 0,3711
Controle negativo 6,92+0,31" 9,06 1,00 4,32+0410 7,38+0,36 597 +0,26 " 6,92+0,92" 7,86+0,93"
Apenas fungicidas (3x) 6,48 £ 0,50 8,44 +0,29 4,58 £0,45 8,82+0,28 6,21+0,08 7,36 +0,69 8,71+0,74
Carragena (1x) 6,89 £ 0,44 8,51+0,81 4,67 £0,28 8,18 £ 0,41 6,57 +0,06 6,97 £0,77 8,55 +0,50
Carragena (1x) + fung. (3x) 6,83+0,77 8,82+1,27 4,61+0,20 7,77+0,33 6,31+0,30 7,35+1,06 7,92 +£1,00
£ Carragena (2x) + fung. (3x) 6,67 +0,44 8,25+ 0,62 4,86 +0,27 8,01+0,53 5,97 £0,19 7,09+0,88 7,97 £0,86
ASM (1x) 7,17 £0,27 7,79+0,31 4,82+0,30 7,27 +0,45 6,38 +0,12 7,07 £1,13 8,80 £1,37
ASM (1x) + fung. (3x) 6,20 £ 0,68 7,89 +0,64 4,35+0,32 8,03 £ 0,56 6,47 £0,12 7,73+0,93 8,53 +0,74
ASM (2x) + fung. (3x) 6,41+0,37 8,07 +0,62 4,39+£0,36 7,81+0,35 5,94 + 0,06 7,36 +£0,73 8,59 + 0,56
CV (%) 14,00 16,90 13,67 11,07 6,22 22,28 19,05
ANOVA (p-valor) 0,8941 0,9303 0,9070 0,2877 0,1088 0,9985 0,9853
Controle negativo 0,64 +0,02" 0,38 £0,03" 0,34 +0,03 0,40 £0,02" 0,48 + 0,004 2° 0,58 £0,03 " 0,65 +0,06 "
Apenas fungicidas (3x) 0,54 +0,03 0,36 + 0,02 0,39 + 0,005 0,52 +0,03 0,48 £ 0,003 2 0,67 +£0,01 0,65 + 0,04
Carragena (1x) 0,61+0,02 0,37 +0,05 0,35+0,02 0,46 £ 0,03 0,54 £ 0,012 0,60 +0,04 0,57 £0,02
Carragena (1x) + fung. (3x) 0,53 +0,03 0,35+0,05 0,37 +0,009 0,44 £0,03 0,49 £0,04 20 0,58 +0,02 0,58 +0,05
Gs Carragena (2x) + fung. (3x) 0,56 +0,02 0,36 +0,05 0,38 £0,02 0,46 £ 0,06 0,46 + 0,007 2 0,62 +0,02 0,60 +0,05
ASM (1x) 0,60 +0,04 0,34 +0,02 0,39 £0,02 0,38 £0,03 0,48 £0,03 @ 0,55 +0,04 0,64 +0,02
ASM (1x) + fung. (3x) 0,50 £ 0,04 0,32+0,03 0,33+0,03 0,46 £ 0,05 0,55+0,012 0,61+0,02 0,67 £ 0,04
ASM (2x) + fung. (3x) 0,53 £0,03 0,35 +0,04 0,38 + 0,006 0,43 +0,02 0,44 £0,02° 0,59 +0,02 0,67 +0,04
CV (%) 13,12 21,34 12,42 18,09 10,84 10,63 13,61
ANOVA (p-valor) 0,1041 0,9876 0,4414 0,4162 0,0253 0,3264 0,6811
Controle negativo 37,50 £2,26 " 24,25+1,81" 21,66 +0,92" 26,45 £ 1,06 " 23,11 £ 0,49 2 22,25+0,74° 21,60 +0,33"
Apenas fungicidas (3x) 35,26 + 1,55 25,42 +£0,98 22,23 +2,05 31,78 £0,03 23,62 + 0,66 25,30+0,89° 23,39+£0,87
Carragena (1x) 34,48 +2,17 2525 +1,71 22,30 + 1,41 27,83 +£1,97 2451+0,412 23,38 +0,81 21,74 £ 0,64
Carragena (1x) + fung. (3x) 34,40 £2,72 23,89 +£1,09 22,88 +1,47 28,82 +1,45 23,35 +0,35 e 24,63+0,182 22,50 +1,13
A Carragena (2x) + fung. (3x) 33,33+1,65 24,38 £1,03 23,33+1,58 28,38 £2,47 22,34 £0,17 ¢ 2525+0,79° 23,29+£1,13
ASM (1x) 36,47 +1,52 23,82+0,31 23,29 +1,33 24,67 £1,13 24,18 +0,56 @ 22,09+0,95° 21,50 £ 0,62
ASM (1x) + fung. (3x) 32,61+2,03 2439+2,16 21,12+1,43 28,15+ 1,86 23,75 +0,46 2 24,05+0,91 % 22,67 £1,20
ASM (2x) + fung. (3x) 31,81 +1,07 23,65 + 1,21 20,54 +1,35 26,25 + 0,95 22,48 +0,54 b 24,39 +0,81 20 22,99 + 0,11
CV (%) 11,20 10,43 12,51 12,12 4,75 7,67 7,36
ANOVA (p-valor) 0,4710 0,9791 0,8497 0,1156 0,0431 0,0497 0,5855
Controle negativo 0,130 £ 0,008 " 0,088 + 0,004 s 0,078 £ 0,003 " 0,102 £ 0,002 @ 0,078 0,001 s 0,070 £ 0,001 s 0,060 + 0,003 "
Apenas fungicidas (3x) 0,123 £ 0,006 0,099 + 0,005 0,080 + 0,005 0,123 +0,006 2 0,081 +0,002 0,081 +0,003 0,071 +0,003
Carragena (1x) 0,118 £ 0,009 0,098 + 0,004 0,080 + 0,004 0,105 + 0,005 0,083 +0,002 0,074 + 0,001 0,066 + 0,001
Carragena (1x) + fung. (3x) 0,117 £ 0,009 0,091 £ 0,004 0,082 + 0,005 0,112 £ 0,005 & 0,074 + 0,002 0,079 + 0,002 0,069 + 0,004
EiC Carragena (2x) + fung. (3x) 0,118 £ 0,006 0,094 + 0,005 0,082 + 0,005 0,108 + 0,006 0,076 + 0,002 0,082 + 0,003 0,071 +0,003
ASM (1x) 0,128 + 0,006 0,092 £ 0,003 0,082 +0,003 0,094 +0,003° 0,076 + 0,005 0,071 + 0,002 0,069 + 0,005
ASM (1x) + fung. (3x) 0,117 £ 0,006 0,097 + 0,008 0,075 + 0,003 0,108 + 0,005 0,073 £ 0,005 0,078 + 0,003 0,068 + 0,003
ASM (2x) + fung. (3x) 0,11 + 0,004 0,089 + 0,004 0,072 + 0,003 0,098 + 0,007 & 0,077 £ 0,001 0,080 + 0,002 0,069 + 0,002
CV (%) 16,98 15,53 16,04 16,01 12,92 10,96 14,37
ANOVA (p-valor) 0,6210 0,6825 0,8911 0,0417 0,2830 0,0920 0,6550
Controle negativo 5,40 + 0,08 2,97 £0,23" 4,55+0,12"n 3,38+0,04 3,88+0,13" 3,42+0,52" 2,69+0,24"
Apenas fungicidas (3x) 5,58 +0,28 3,01+0,07 4,86 £0,09 3,61+0,12 3,80+0,14 3,561+0,32 2,73+0,19
Carragena (1x) 5,00 £ 0,06 2,99+0,10 4,77 +£0,12 3,39+0,10 3,73+0,07 3,42+0,23 2,57+0,17
Carragena (1x) + fung. (3x) 5,11+0,35 2,83+0,30 4,96 £ 0,31 3,53 +0,09 3,76 £0,15 3,60 +0,60 2,62+0,13
WUE Carragena (2x) + fung. (3x) 5,01 +0,08 2,97 £0,12 4,79+£0,08 3,54 +0,20 3,75+0,15 3,72+0,44 2,76 £ 0,05
ASM (1x) 5,09 + 0,21 3,06 + 0,11 4,85+0,18 3,41+0,15 3,73+0,05 3,32+0,41 2,49+0,13
ASM (1x) + fung. (3x) 5,33+0,25 3,08 +0,04 4,86+0,13 3,51+0,12 3,60 £ 0,05 3,27+0,45 2,69+0,17
ASM (2x) + fung. (3x) 4,98+0,17 2,95+0,10 4,70+£0,11 3,36 +0,07 3,78 +0,07 3,43+0,41 2,71+0,21
CV (%) 8,33 9,64 6,41 6,80 5,78 22,71 11,93
ANOVA (p-valor) 0,4073 0,9721 0,7602 0,7886 0,8500 0,9970 0,9598

Tparametro analisado. EP — Erro Padrdo. »nao significativo. Colunas com letras diferentes dentro de cada

parametro analisada identificam médias que s&o estatisticamente diferentes de acordo com Tukey HSD (<5%).
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APENDICE B - Valores de indice SPAD aos 1, 8, 15 e 22 dias ap6s primeira aplicacdo (DA1A) e aos
1, 8 e 15 dias apds segunda aplicagdo (DA2A) dos eliciadores. Chapecé, SC, 2021.

PA' Tratamento 1DA1A+ EP 8DA1A+EP 15DA1A + EP 22DA1AEP 1DA2A + EP 8DA2A + EP 15DA2A + EP
Controle negativo 40,94 + 1,842 41,61+£1,01" 41,94 £0,92" 45,95 +£0,52" 44,60 +0,83° 44,58 + 0,44 45,27 +0,75 >

Apenas fungicidas (3x) 44,78 £1,322 41,33 £1,20 43,83 £0,69 46,75 £ 0,76 46,53+0,32% 45,68 £0,572 45,35+ 1,01 ¢

Carragena (1x) 41,95 + 1,692 43,28 £ 0,92 43,61+0,75 46,89 £ 0,46 44,16 £0,89° 43,05+0,78" 44,31+0,80

Carragena (1x) + fung. (3x) 38,25 +1,80% 41,98 £0,82 43,96 0,71 46,72 £0,55 46,94 +£0,312 46,56 £ 0,442 48,71 +£0,562

indice Carragena (2x) + fung. (3x) 37,54 +1,98° 42,01 £0,96 42,81+0,79 45,36 £ 0,55 45,89 + 0,25 ab° 45,62 £0,322 46,50 + 0,57 ab¢
SPAD ASM (1x) 42,15+ 1,622 42,56 £0,77 42,52 £1,15 45,83 £0,45 45,61 + 0,34 3¢ 44,29 +0,37 2 43,16 £0,70°
ASM (1x) + fung. (3x) 43,34 +1,38% 40,85 £ 1,08 43,79 £0,99 46,00 £ 0,47 46,42 £ 0,292 46,12+£0,392 47,27 +0,63%°

ASM (2x) + fung. (3x) 42,35+1,27% 42,58 £0,73 44,45 + 0,55 45,52 £ 0,85 46,35 + 0,28 ° 44,71 +0,642° 43,87 £ 1,22

CV (%) 25,22 14,30 12,29 8,17 7,20 7,58 11,81
ANOVA (p-valor) 0,0305 0,7052 0,4597 0,4535 0,0007 <0,0001 <0,0001

Tparametro analisado. EP — Erro Padrdo. »nao significativo. Colunas com letras diferentes dentro de cada

parametro analisada identificam médias que sdo estatisticamente diferentes de acordo com Tukey HSD (<5%).

APENDICE C - Valores de Altura de plantas aos 1, 8, 15 e 22 dias apds primeira aplicacdo (DA1A) e
aos 1, 8 e 15 dias apo6s segunda aplicagao (DA2A) dos eliciadores. Chapeco, SC, 2021.

PAT Tratamento 1DATAEP 8DA1A£EP 15DA1A £ EP 22DA1A £ EP 1DA2A £ EP 8DA2A £ EP 15DA2A £ EP
Controle negativo 1741£027m 21,78+0,28™ 25,76 +0,29° 29,96+ 0,30™ 64,85 £ 0,54 64,97 0,589 64,74 £ 0,59
Apenas fungicidas (3x) 17,80 £0,28 21,01£0,24 23,96 +0,33° 28,25+0,33 66,56 +0,47 % 67,58 £ 0,42 66,26 + 0,51
Carragena (1x) 18,20 £0,34 2213£0,29 26,38 £0,412 29,31 £0,39 63,37 £0,74¢ 64,65+ 0,66 9 63,26 +0,60¢
Carragena (1x) + fung. (3x) 18,19+ 0,33 21,1940,31 26,17 £0,33° 28,74 40,26 68,65 +0,55° 69,92 + 0,432 68,00 £0,53%
A';‘;'a Carragena (2x) + fung. (3x) 17,68 +0,23 22,07 £0,27 25,66 + 0,36 29,11+0,34 67,14 +£0,44% 68,62 +0,45% 68,86 +0,55°
Plantas ASM (1x) 17,97 £0,27 22,05 +0,30 2579+0,33° 29,24 0,39 63,83 + 0,60 ° 66,02 £ 0,58 64,63 + 0,50 %
ASM (1x) + fung. (3x) 18,61+0,34 21754034 26,87 £0,32° 29,37 0,35 68,91+ 0,602 69,22 £ 0,55 68,40 0,66
ASM (2x) + fung. (3x) 17,69 0,25 22,02+0,28 25,67 +0,29° 28,90 + 0,42 66,04+0,61%  67,68+044%° 66,68 +0,56%°
CV (%) 10,57 8.66 879 7.80 6.19 558 6,06
ANGVA (p-valor) 01266 0,0437 <0,0001 0,0545 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Tparametro analisado. EP — Erro Padrdo. »nao significativo. Colunas com letras diferentes dentro de cada

pardmetro analisada identificam médias que s&o estatisticamente diferentes de acordo com Tukey HSD (<56%).

APENDICE D - Severidade de Oidio e Giberela (%) no decorrer das cinco leituras realizadas para cada
doenca. Chapeco, SC, 2021.

PA' Tratamento Leitura 01 Leitura 02 Leitura 03 Leitura 04 Leitura 05
Controle negativo 0,00 £ 0,00 147£034%  3725:110° 6102%0,79¢ 74,10+ 1,56°
Apenas fungicidas (3x) 0,00 + 0,00 025+0,11¢  1222+074° 5537+1,09% 66,921,836
Carragena (1x) 0,00 + 0,00 178+037%  4437+106° 6255+0,82° 7365+ 1882
Carragena (1x) + fung. 0,00 + 0,00 006+002°  875+056° 4670+126° 66,00+170°
. . Carragena (2x) + fung. 0,00 + 0,00 001+001°  985+0,65% 49.80+126° 63,60+ 1,40°
Severidade de Oidio ASM (1x) 0,00 £ 0,00 1,07+027% 40,50+ 114> 59,05+1,39% 74,17+ 1,60°
ASM (1x) + fung. (3x) 0,00 + 0,00 012+0,06°  880+0,69%  4947+133° 65097 +152°
ASM (2x) + fung. (3x) 0,00 £ 0,00 007+005°  850%058° 5150+1,19% 5665+ 174¢

CV (%) i 243,72 7573 16,07 1758
ANOVA (p-valor) : <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Controle negativo 0,00 £ 0,00 306200  166+006™  2,34+0095™  2,64£0,78™

Apenas fungicidas (3x) 0,00 + 0,00 1,70 + 0,98 0,08 + 0,05 1,31£0,73 2,68+ 1,11

Carragena (1x) 0,00 £ 0,00 0,95 + 0,95 1,53+ 1.37 3,38 + 1,49 3,26 + 0,06

Carragena (1x) + fung. 0,00 + 0,00 0,05 + 0,04 039 + 0,28 0.70 + 0,25 0.64 + 0,27

. . Carragena (2x) + fung. 0,00 + 0,00 0.01 % 0,01 0.95 + 0.80 0.85 + 0,26 142 4088

Severidade de Giberela ASM (1x) 0.00 £ 0,00 1,70 £ 1,65 1,77 £1.70 208088 234+ 0,64

ASM (1x) + fung. (3x) 0,00 + 0,00 1.44 + 1.40 1,66 + 1,66 3.40 + 1,41 1,75+ 0.90

ASM (2x) + fung. (3x) 0,00 £ 0,00 1,60 + 0.92 0,89 £ 0.89 2.96  2.50 1,73+ 1.03

oV (%) - 175.14 184.35 115,39 67.66
Kruskai-wallis (ChiSa) - 1,0000 1,0000 1,0000 0.8615

Tparametro analisado. EP — Erro Padrdo. ™ nao significativo. Colunas com letras diferentes dentro de cada

pardmetro analisada identificam médias que s&o estatisticamente diferentes de acordo com Tukey HSD (<5%).
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APENDICE E - Atividade das enzimas Catalase (CAT), Superéxido Dismutase (SOD) e Fenilalanina Aménia Liase (FAL) as 0, 24, 48, 96 e 192 horas apds a
primeira aplicacdo (HA1A) e as 0, 24, 48, 96 e 192 horas apds a segunda aplicagdo dos eliciadores (HA2A). Chapeco, SC, 2021.

Catalase (CAT) - (mmol H202 min"' mg MF")

Tratamento

OHP1A 24HP1A 48HP1A 96HP1A 192HP1A O0HP2A 24HP2A 48HP2A 96HP2A 192HP2A
Controle negativo 4,14 +0,35" 4,37+0,61" 3,28+0,67" 5,59 + 0,65 " 3,60+0,26 " 5,90+0,35" 5,42+ 0,50 " 4,33+0,60 " 3,66 +1,04 " 6,07+ 1,30 "™
Apenas fungicida (3x) 4,14+ 0,35 3,90 £ 0,31 4,79+ 0,54 4,05 + 0,65 3,04 +1,89 4,67 +1,62 5,27 + 0,66 4,42 +0,60 2,13+ 0,89 5,17 £ 1,58
Carragena (1x) 4,14 +0,35 3,06 +£0,88 4,97 +0,48 3,81+0,66 3,87+0,53 4,08 +1,38 4,95 + 1,46 5,25+0,73 4,30+ 0,73 6,62 £ 1,57
Carragena (1x) + Fungicidas (3x) 4,14 + 0,35 4,26 + 0,81 2,08+ 0,83 4,39 + 0,91 4,05+0,78 2,09+ 0,63 4,77 £ 0,49 5,69 + 1,22 5,30 £ 0,56 5,48 + 0,89
Carragena (2x) + Fungicidas (3x) 4,14 + 0,35 5,32+0,75 3,78+ 0,65 4,33+0,87 3,80+ 0,74 5,89+ 1,20 4,99 + 1,47 4,61+0,12 4,54 + 0,68 5,26 £ 0,76
ASM (1x) 4,14+ 0,35 4,14+ 0,29 2,74+ 1,06 4,13+1,10 3,57+ 1,26 4,83+0,98 4,16+1,18 4,73+0,56 5,34 £ 1,01 3,76 £ 1,34
ASM (1x) + Fungicidas (3x) 4,14 +£0,35 4,62 + 1,01 4,47 £1,07 3,44 £ 0,90 5,80 + 2,06 5,90 £ 0,43 6,42 £ 1,01 6,83+0,25 1,11+0,59 3,62+0,98
ASM (2x) + Fungicidas (3x) 4,14 + 0,35 2,84 +1,31 3,30 £0,32 4,08 + 0,98 3,30+ 1,06 7,02+0,32 4,61+1,51 4,24 + 1,50 3,39+1,83 4,26 + 0,44
Coeficiente de variagao geral - 40,12 44,46 38,43 59,43 44,56 40,69 34,42 60,58 45,76
p-valor (ANOVA) - 0,4734 0,1268 0,8031 0,8484 0,0568 0,9176 0,3628 0,0675 0,5696

Superoxido Dismutase (SOD) - (U SOD mg MF™")

OHP1A 24HP1A 48HP1A 96HP1A 192HP1A OHP2A 24HP2A 48HP2A 96HP2A 192HP2A
Controle negativo 43,85+0,01"  4565+0,04° 4463+0,45" 44,38+1,12" 4797+0,82" 47,64+1,20"™ 4518+0,63" 4459+1,412% 4550+0,64" 47,62+2,55"
Apenas fungicida (3x) 45,09 + 1,92 44,84 +0,15° 43,43+£0,78 45,83 + 1,49 25,56 + 12,24 46,06 + 1,77 42,68 + 0,70 44,25 +0,332° 30,60 + 9,27 44,91 £ 0,80
Carragena (1x) 44,17 £ 1,07 50,14 +0,31° 46,40 £ 1,18 45,26 + 1,30 45,32 + 2,27 46,18 + 1,59 44,42 + 1,53 45,94 + 1,332 46,93 £ 1,23 43,39 £ 0,85
Carragena (1x) + Fungicidas (3x) 47,81+ 2,15 46,13 £ 1,022 37,39 + 11,01 43,93 + 0,68 44,25 + 1,54 34,70+ 10,18 44,84 + 0,62 46,16 £ 0,76° 44,68 + 1,08 45,24 + 0,63
Carragena (2x) + Fungicidas (3x) 46,50 + 0,74 46,72 +0,592° 46,76 + 1,11 44,67 £ 1,12 46,91 + 0,88 45,94 + 1,55 45,83+ 1,95 44,87+ 0,472 45,24 + 1,81 47,66 £ 1,79
ASM (1x) 45,87 + 0,01 48,41+ 1,343 34,76 + 10,10 47,74 £ 0,75 46,52 + 1,31 47,02+1,83 44,82+ 1,15 45,74 £ 0,372 44,52 £ 1,50 42,27 £ 0,60
ASM (1x) + Fungicidas (3x) 45,58 + 0,01 4521+ 1,67° 46,47 + 1,65 45,38 + 1,05 46,24 + 2,20 45,34 + 0,45 47,28 + 0,61 47,99+ 1,11° 14,49 + 10,00 47,26 + 1,59
ASM (2x) + Fungicidas (3x) 45,29 + 0,04 46,92 + 0,812 45,47 + 0,80 46,25 + 1,45 35,39 + 10,39 46,98 + 1,85 36,49+ 10,65 48,18+1,302° 31,02 +9,27 43,83 +£0,76
Coeficiente de variagdo geral 4,43 4,99 24,06 5,14 30,01 17,58 17,20 4,84 39,94 6,87
p-valor (ANOVA) 0,3238 0,0078 0,6532 0,4051 0,1368 0,3485 0,6714 0,0689 0,0065 0,0627

Fenilalanina Aménia Liase (FAL) - (mmoles min"' mg MF-")

OHP1A 24HP1A 48HP1A 96HP1A 192HP1A O0HP2A 24HP2A 48HP2A 96HP2A 192HP2A
Controle negativo 0,24 +£0,01 " 0,13+ 0,03 "™ 0,17 £ 0,01 " 0,19+ 0,05 0,18 £0,01 " 0,09 +£0,03 " 0,16 £ 0,04 " 0,15+ 0,01 " 0,07 + 0,02 " 0,14+ 0,05
Apenas fungicida (3x) 0,13+ 0,06 0,17 £ 0,01 0,19+ 0,03 0,19+ 0,05 0,15+ 0,04 0,15+ 0,06 0,21+ 0,06 0,15+ 0,01 0,12+0,03 0,13+ 0,01
Carragena (1x) 0,24 £ 0,07 0,16 + 0,02 0,13+ 0,02 0,18+ 0,04 0,15+ 0,04 0,16 £ 0,05 0,19+ 0,05 0,12+0,05 0,15+0,03 0,12+0,02
Carragena (1x) + Fungicidas (3x) 0,17 £ 0,05 0,14 £ 0,04 0,14+ 0,03 0,13+ 0,02 0,18 £ 0,03 0,17 £ 0,06 0,13+0,03 0,08 £ 0,03 0,11 £ 0,02 0,17 + 0,007
Carragena (2x) + Fungicidas (3x) 0,15+ 0,03 0,14 £ 0,03 0,12+ 0,02 0,08 +0,03 0,19 £ 0,008 0,16 £ 0,02 0,16 £ 0,03 0,06 + 0,03 0,08 +£ 0,02 0,11 £ 0,03
ASM (1x) 0,17 £ 0,01 0,16 + 0,01 0,19 £ 0,02 0,15+ 0,01 0,19 £ 0,01 0,14 £ 0,04 0,21 £ 0,06 0,08 +£ 0,02 0,13 +0,02 0,21+0,04
ASM (1x) + Fungicidas (3x) 0,15+ 0,01 0,12 £ 0,02 0,18+ 0,03 0,17 £ 0,05 0,17 £ 0,02 0,12 £ 0,02 0,17 £ 0,02 0,13+ 0,02 0,19 £ 0,04 0,11 £ 0,03
ASM (2x) + Fungicidas (3x) 0,35+ 0,05 0,17 £0,03 0,13+ 0,02 0,19+ 0,04 0,21+ 0,02 0,16 +£ 0,03 0,16 + 0,02 0,16 +£ 0,02 0,13+0,03 0,18 £ 0,02
Coeficiente de variagéo geral 48,67 37,69 35,72 50,10 30,73 56,84 48,04 51,27 50,67 43,63
p-valor (ANOVA) 0,0733 0,9058 0,4543 0,5464 0,8234 0,9453 0,9038 0,1635 0,2158 0,2812

'parametro analisado. EP — Erro Padrao. ™ nao significativo. Colunas com letras diferentes dentro de cada parametro analisada identificam médias que s&o estatisticamente

diferentes de acordo com Tukey HSD (<5%).
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APENDICE F - Acido salicilico (partes por milhdo — ppm) as 0, 24, 48, 96 e 192 horas apds a primeira
aplicagéo (HA1A) e as 0, 24, 48, 96 e 192 horas apds a segunda aplicagdo dos eliciadores (HA2A).

Chapeco, SC, 2021.

Tratamento

Acido salicilico (ppm g MF)

OHP1A 24HP1A 48HP1A 96HP1A 192HP1A
Controle negativo 2,26 +0,01° 2,83+0,25"™ 2,87 £0,58 " 2,07 £0,25° 3,38+0,07°
Apenas fungicida (3x) 1,74 £0,1° 2,86 + 0,02 3,01+£0,12 3,15+0,022 2,24 +0,15°
Carragena (1x) + Fungicidas (3x) 2,93+0,182 2,25+ 0,21 2,02 +£0,03 2,47 +£0,21° 2,49 +0,19°
Carragena (2x) + Fungicidas (3x) 1,83 £0,13° 2,60 £ 0,01 2,36 £ 0,09 2,27 +0,13° 3,64 +£0,25°
Coeficiente de variagao geral 23,96 13,45 23,80 20,15 22,72
ANOVA (p-valor) 0,0006 0,1043 0,1556 0,0148 0,0016

Acido salicilico (ppm g MF)

Tratamento

OHP2A 24HP2A 48HP2A 96HP2A 192HP2A
Controle negativo 1,49 £0,24° 1,94 +0,15° 1,04 £0,36 " 1,30 £ 0,22 " 1,14 £ 0,01 "
Apenas fungicida (3x) 2,18 +£0,02° 2,08 +0,03° 1,84 £ 0,06 1,40 £ 0,05 1,82+ 0,10
Carragena (1x) + Fungicidas (3x) 1,01 £0,07° 1,41 +£0,22° 1,74 £ 0,09 1,40 £ 0,35 1,44 £ 0,20
Carragena (2x) + Fungicidas (3x) 1,37 £ 0,08°° 2,15+ 0,062 1,58 £ 0,39 0,81 +0,02 1,55+0,19
Coeficiente de variagao geral 32,01 19,34 33,20 32,88 22,57
ANOVA (p-valor) 0,0020 0,0230 0,2409 0,2319 0,0667

'parametro analisado. EP — Erro Padrdo. ™ ndo significativo. Colunas com letras diferentes dentro de cada

parametro analisada identificam médias que s&o estatisticamente diferentes de acordo com Tukey HSD (<5%).

APENDICE G - Valores de Desoxinivalenol e Fusarium na semente apds colheita do trigo. Chapeco,

SC, 2021.
Tratamento Desoxinivalenol + EP Fusarium na semente + EP
Controle negativo 215,00 + 37,08 15,25+ 1,19
Apenas fungicidas (3x) 212,50 + 40,07 14,37 £ 2,00
Carragena (1x) 255,00 + 68,00 14,37 £ 0,96
Carragena (1x) + fung. (3x) 285,00 + 63,04 12,25+ 1,05
Carragena (2x) + fung. (3x) 237,50 + 26,88 13,00 + 1,56
ASM (1x) 240,00 + 24,83 15,62 £ 1,71
ASM (1x) + fung. (3x) 242,50 + 35,67 14,25 + 0,85
ASM (2x) + fung. (3x) 315,00 + 33,29 16,62 £ 1,16
CV (%) 33,44 19,00
ANOVA (p-valor) 0,7275 0,4241

Tparametro analisado. EP — Erro Padr&o. ™= nao significativo. Colunas com letras diferentes dentro de cada

parémetro analisada identificam médias que s&o estatisticamente diferentes de acordo com Tukey HSD (<5%).

APENDICE H - Valores de Produtividade (kg ha™!), Peso de Mil Sementes (gramas) e Peso Hectolitro

apos colheita do trigo. Chapeco, SC, 2021.

Tratamento Produtividade + EP PMS + EP PH £ EP
Controle negativo 3248,85 + 158,20 2° 30,15+ 0,342 78,04 £ 0,22
Apenas fungicidas (3x) 3708,10 + 330,602° 30,79+ 0,412 78,00 + 0,16
Carragena (1x) 3066,93 + 127,52 % 30,55 + 0,182 78,46 £ 0,26
Carragena (1x) + fung. (3x) 4095,39 + 133,84 ° 31,24 +0,312 77,61+0,15
Carragena (2x) + fung. (3x) 3680,47 + 439,56 * 31,51+0,24° 77,98 £ 0,10
ASM (1x) 2895,88 + 251,90° 29,65+ 0,32° 78,53+ 0,17
ASM (1x) + fung. (3x) 3860,52 + 165,69 2° 31,43+0,28% 77,86 £ 0,27
ASM (2x) + fung. (3x) 4012,93 + 98,812 31,43 +£0,28° 77,86 £ 0,27
CV (%) 16,78 2,61 0,60
ANOVA (p-valor) 0,0106 0,0018 0,0868

Tparametro analisado. EP — Erro Padr&o. ™= nao significativo. Colunas com letras diferentes dentro de cada

parametro analisada identificam médias que s&o estatisticamente diferentes de acordo com Tukey HSD (<5%).
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APENDICE | — Valores de Germinagao (%), Sementes ndo germinadas (SNG) (%), Plantulas normais

(%) e Plantulas anormais (%) de trigo. Chapecé, SC, 2021.

N SNG Plantulas normais Plantulas anormais

Tratamento Germinagao
(%) (%)

Controle negativo 91,25 +1,80" 8,75+ 1,80 86,50 + 1,55 4,75+ 1,63"
Apenas fungicidas (3x) 90,37 + 3,34 9,62 + 3,34 83,50 + 3,49 6,87 £ 0,31
Carragena (1x) 88,87 + 3,30 11,12 £ 3,30 81,50 £ 1,55 7,37 £1,95
Carragena (1x) + fung. (3x) 87,37 £2,72 12,65+ 2,72 81,62 2,29 5,75+1,83
Carragena (2x) + fung. (3x) 91,37 £ 0,55 8,62 £ 0,55 87,75+ 1,16 3,62+0,94
ASM (1x) 90,12 + 1,84 9,87 +£1,84 82,62 + 2,62 7,50 £ 1,76
ASM (1x) + fung. (3x) 93,00 + 3,34 7,00 £ 0,79 86,25 + 1,33 6,75+ 1,88
ASM (2x) + fung. (3x) 88,87 + 2,15 11,12+ 2,15 82,75+ 2,75 6,12 £ 1,08
CV (%) 4,83 44,27 5,41 48,89
ANOVA (p-valor) 0,7519 0,7519 0,3550 0,6143

Tparametro analisado. EP — Erro Padr&o. ™=n3o significativo. Colunas com letras diferentes dentro de cada

parametro analisada identificam médias que s&o estatisticamente diferentes de acordo com Tukey HSD (<5%).

APENDICE J — Valores de Comprimento radicular (cm), Comprimento aéreo (cm) e Comprimento total
(cm) de plantulas de trigo. Chapecé, SC, 2021.

Tratamento

Comprimento radicular (cm)

Comprimento aéreo (cm)

Comprimento total (cm)

Controle negativo 9,94 +0,32°¢ 10,30 + 0,56 ¢ 20,24 + 0,68
Apenas fungicidas (3x) 10,32 £ 0,34 2b° 12,46 + 0,412 22,78 + 0,59 %
Carragena (1x) 11,13 £ 0,29¢ 12,54 £ 0,472 23,68 + 0,642
Carragena (1x) + fung. (3x) 10,97 £ 0,312° 12,71 +£0,51° 23,69+ 0,612
Carragena (2x) + fung. (3x) 11,14 £ 0,242 11,78 £ 0,35 22,92 4 0,432
ASM (1x) 11,15+ 0,332 10,94 + 0,44 3¢ 22,10 + 0,68 3¢
ASM (1x) + fung. (3x) 10,38 + 0,28 2b° 9,74 +0,46° 20,13+ 0,61°
ASM (2x) + fung. (3x) 10,22 £ 0,33 11,59 + 0,43 @° 21,82 + 0,57 2°
CV (%) 18,77 26,73 18,24
ANOVA (p-valor) 0,0170 <0,0001 <0,0001

Tparametro analisado. EP — Erro Padr&o. ~nao significativo. Colunas com letras diferentes dentro de cada

pardmetro analisada identificam médias que s&o estatisticamente diferentes de acordo com Tukey HSD (<5%).

APENDICE K — Valores de condutancia estomatica (Gs — mol m2 s™'), Concentragao interna de CO>
(Ci — ymol mol™), transpiragéo (E - mmol H20 m s), taxa fotossintética liquida (A - umol CO2 m2 s™),
eficiéncia instantanea da carboxilagéo (EiC — A Ci") e eficiéncia do uso da agua (WUE — A E™") aos 1,
8, 15, 22, 36, 50 e 64 dias apos a aplicagao (DAA) do eliciador. Chapecd, SC, 2022.

PA'

Tratamento 1DAA+ EP

8DAA+ EP

15DAA + EP 22DAA EP 36DAA + EP 50DAA + EP 64DAA + EP
Controle negativo 606,62 + 15,11 ¢ 631,50 £7,01¢ 545,75 £ 10,75 508,37 £5,96 © 629,87 £8,73¢ 760,00 £ 10,992 486,00 +10,16°
Apenas fungicidas (3x) 786,00 +7,78° 781,00 £9,94°¢ 642,25 £5,032 633,50 4,682 821,75 +3,69° 483,25 + 6,06 ¢ 527,75+ 11,98°
Ci Carragena (1x) 871,87 +7,10° 873,37 £9,29° 641,12 +£4,662 559,50 +4,09° 918,25 +4,64° 593,87 £5,62° 577,37 £8,042
Carragena (1x) + fung. (3x) 925,50 17,742 950,87 + 6,624 650,00 £8,102 508,87 +2,42° 1010,87 +6,03¢ 695,75 +9,23" 597,25+ 12,682
CV (%) 15,99 15,18 7,75 9,65 17,07 17,19 9,67
ANOVA (p-valor) <0,0001 < 0,0001 <0,0001 <0,0001 < 0,0001 < 0,0001 <0,0001
Controle negativo 3,66 +0,19° 542027 3,94+£0,14" 4,72+0,39"™ 4,09+0,21" 549017 3,81+£0,36°
Apenas fungicidas (3x) 4,59+0,232 5,47 +£0,30 4,15+0,19 5,08+0,23 4,07 £0,16 3,85+0,16 3,79+0,15°
E Carragena (1x) 4,570,162 6,48+0,18 4,12+0,19 5,16+ 0,30 4,63+0,20 5,92+0,26 4,48+031°
Carragena (1x) + fung. (3x) 3,79+0,07° 5,64 0,42 3,97 +0,36 4,83+0,16 4,23+0,17 5,25+0,19 3,59+0,372
CV (%) 15,54 16,21 16,01 15,98 13,19 18,74 23,30
ANOVA (p-valor) 0,0006 0,0727 0,8985 0,6683 0,1557 <0,0001 0,2300
Controle negativo 0,34+0,02° 0,55 +0,032 0,57 +0,05° 0,72+0,07" 0,62 +0,04 2 0,57 +0,07 0,36 +0,05"
Apenas fungicidas (3x) 0,49+0,032 0,51+0,04° 0,75+0,052 0,71+0,06 0,57 £0,02° 0,39+0,03° 0,35+ 0,04
Gs Carragena (1x) 0,52+0,022 0,70+0,032 0,67 £0,032 0,83+0,05 0,73+0,022 0,670,102 0,38 +0,05
Carragena (1x) + fung. (3x) 0,50+0,022 0,53 +0,06 2® 0,58 +0,03° 0,65 +0,02 0,58 +0,02° 0,45 +0,052° 0,29 +0,05
CV (%) 21,45 25,54 22,50 23,35 17,25 41,16 40,98
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ANOVA (p-valor) 0,0002 0,0284 0,0448 0,2098 0,0050 0,0442 0,6420
Controle negativo 24,09+1,85" 20,15 +1,13° 10,39 £ 0,952 14,97 £1,29° 18,47 £2,28 26,04 +£1,102 14,43 £1,192
Apenas fungicidas (3x) 23,51 +1,42 23,43 £3,262 8,74 +1,43% 12,63+1,16° 14,72 £1,41° 17,93 +0,93° 19,04 £0,512
A Carragena (1x) 27,88 +1,09 30,67 £2,432 12,92 +1,192 20,52 +1,382 21,160,992 26,94 +1,042 12,24 +1,62°
Carragena (1x) + fung. (3x) 26,35+ 3,48 22,35+1,612 6,29 +0,80° 11,03+0,91° 13,88 £1,52" 19,09 +£1,97° 14,56 + 1,47 20
CV (%) 23,94 30,17 40,55 32,94 30,96 24,13 28,20
ANOVA (p-valor) 0,4660 0,0165 0,0023 <0,0001 0,0124 <0,0001 0,0065
Controle negativo 0,039 + 0,003 s 0,031 +0,001 " 0,019 +0,0022 0,029 + 0,002 2 0,029 + 0,003 2 0,034 +0,001 b 0,029 +0,0022
Apenas fungicidas (3x) 0,029 + 0,001 0,030 + 0,004 0,013 £ 0,002 2> 0,019 +£0,001¢ 0,017 £ 0,001 b 0,037 £ 0,001 2 0,036 + 0,001 2
EiC Carragena (1x) 0,032 0,001 0,035 + 0,003 0,020 +0,0012 0,036 +0,0022 0,023 +0,001 0,045 +0,0012 0,021 £0,003°
Carragena (1x) + fung. (3x) 0,029 + 0,004 0,023 + 0,001 0,009 +0,001° 0,021 +0,001 b 0,013 +0,001 ¢ 0,027 + 0,003 © 0,024 +0,002°
CV (%) 27,35 30,17 43,72 33,64 40,18 24,63 30,57
ANOVA (p-valor) 0,0517 0,0601 0,0026 <0,0001 0,0002 <0,0001 0,0006
Controle negativo 6,58 + 0,36 " 3,72+0,15" 2,71+0,35% 3,21+0,222 4,43+0,40° 4,76 £0,232 3,84+0,18°
Apenas fungicidas (3x) 5,15+0,26 4,21+0,43 2,07+0,312 2,47 +0,17° 3,56 + 0,252 4,67 +£0,202 5,08 +0,26°2
WUE Carragena (1x) 6,15+ 0,32 4,73 +£0,34 3,11+0,212 4,06 +0,332 4,59+0,212 4,60+0,242 2,70+£0,24°
Carragena (1x) + fung. (3x) 6,93 £0,92 4,03 £0,32 1,68 £0,25° 2,33+£0,25° 3,22+0,27"° 3,69 +£0,42° 4,10 £0,24°
CV (%) 25,77 23,10 40,36 32,40 24,94 20,06 27,07
ANOVA (p-valor) 0,1287 0,2093 0,0081 0,0001 0,0066 0,0476 <0,0001
Tparametro analisado. EP — Erro Padr&o. ™=nao significativo. Colunas com letras diferentes dentro de cada
parametro analisada identificam médias que séo estatisticamente diferentes de acordo com Tukey HSD (<5%).
APENDICE L - Valores de Rendimento quantico maximo do PSII (¢ro), Probabilidade que um elétron
preso no PSIl seja transferido de Qa para Qb (o), Rendimento quantico do fluxo de transporte de
elétrons da Qa para Qb (¢eo0), Rendimento quantico do fluxo de transporte de elétrons até o PSI (¢ro),
Indice de desempenho para a conservagao de energia de fétons absorvidos pelo sistema antena do
PSII, para a redugéo da Qb (Plass), Fluxo de absorgéo por centro de reagéo (RC) (tamanho aparente
do sistema antena de um PSII ativo) (ABS/RC), Fluxo de energia capturado por centro de reagéo (RC)
(TRo/RC), Fluxo de transporte de elétrons por centro de reacdo (RC) (ETo/RC) e Fluxo de energia
dissipada por centro de reacéo (RC) (Dio/RC) aos 1, 8, 15, 22, 36, 50 e 64 dias ap6s a aplicacdo (DAA)
do eliciador. Chapeco, SC, 2022.
PA' Tratamento 1DAAt EP 8DAA L EP 15DAA t EP 22DAAt EP 36DAA EP 50DAA + EP 64DAA+ EP
Controle negativo 0,809 + 0,003 0,800 + 0,003 " 0,777 +£0,008° 0,787 + 0,008 "s 0,788 + 0,004 s 0,803 + 0,002 0,780 +0,010"
Apenas fungicidas (3x) 0,813 +0,0022 0,807 + 0,002 0,804 +0,0032 0,800 + 0,004 0,792 + 0,009 0,794 + 0,006 0,802 + 0,003
Carragena (1x) 0,803 +0,001° 0,810 + 0,002 0,802 +0,0012 0,798 + 0,006 0,807 + 0,003 0,794 + 0,007 0,795 + 0,004
@po Carragena (1x) + fung. (3x) 0,802 +0,001° 0,806 + 0,002 0,787 + 0,003 & 0,794 + 0,003 0,793 + 0,005 0,795 + 0,004 0,800 + 0,002
CV (%) 1,07 1,08 2,36 2,37 2,47 2,23 2,52
ANOVA (p-valor) 0,0047 0,0633 0,0014 0,4445 0,1415 0,6521 0,0586
Controle negativo 0,606 + 0,009 " 0,558 +£0,010° 0,486 +0,017° 0,560 + 0,024 2 0,543 +0,023 2 0,567 + 0,010 0,568 + 0,020 "
Apenas fungicidas (3x) 0,565 + 0,011 0,597 +0,0102 0,553 +0,0132 0,601 +0,0152 0,508 + 0,029 0,508 + 0,010 0,597 + 0,008
Carragena (1x) 0,587 + 0,015 0,576 + 0,008 0,545+ 0,016 2> 0,597 +0,0122 0,604 +0,0192 0,520 + 0,028 0,584 + 0,016
Yo Carragena (1x) + fung. (3x) 0,567 + 0,012 0,561 + 0,007 2 0,505 + 0,018 2> 0,538 +0,0122 0,491 £0,025° 0,532 +0,016 0,584 + 0,008
CV (%) 7,06 5,69 11,05 9,99 16,25 11,26 7,87
ANOVA (p-valor) 0,0856 0,0315 0,0190 0,0353 0,0137 0,1470 0,6985
Controle negativo 0,490 + 0,007 s 0,446 +0,009° 0,379 +0,016° 0,442 + 0,022 0,427 +0,020 0,455 + 0,009 s 0,444 +0,019"
Apenas fungicidas (3x) 0,460 + 0,009 0,482 +0,0082 0,445+0,0112 0,482 +0,013 0,404 +0,026 ® 0,404 + 0,011 0,475 + 0,007
Carragena (1x) 0,472 +0,012 0,467 + 0,006 0,438 +0,0132 0,477 £0,012 0,488 +0,0162 0,415 + 0,025 0,465 + 0,014
Peo Carragena (1x) + fung. (3x) 0,454 + 0,010 0,453 + 0,006 0,398 + 0,015 0,428 + 0,010 0,390 +0,022° 0,423 + 0,014 0,467 + 0,007
CV (%) 7,27 5,88 12,66 11,61 17,87 12,72 9,01
ANOVA (p-valor) 0,0850 0,0168 0,0071 0,0586 0,0167 0,1691 0,3834
Controle negativo 0,217 £ 0,009 2 0,209 + 0,006 2 0,173 £0,007° 0,192 +0,0102 0,173 £ 0,009 & 0,158 £ 0,004 2 0,150 + 0,006 2
Apenas fungicidas (3x) 0,206 + 0,007 2 0,197 £ 0,007 b¢ 0,176 + 0,005 2> 0,179 £0,013 2 0,155 +0,010° 0,135+ 0,006 ° 0,130 + 0,006 ®
Carragena (1x) 0,234 +0,0082 0,221 + 0,004 2 0,198 + 0,006 2 0,211 +0,007 2 0,196 + 0,008 2 0,157 + 0,006 2 0,165 + 0,008 2
PRo Carragena (1x) + fung. (3x) 0,190 + 0,006 © 0,183 + 0,005 ¢ 0,158 +0,005° 0,168 + 0,008 ° 0,152 + 0,007 ® 0,176 + 0,007 2 0,138 £ 0,004 >
CV (%) 13,89 11,47 13,42 17,95 19,17 15,20 16,87
ANOVA (p-valor) 0,0044 0,0010 0,0009 0,0237 0,0046 0,0005 0,0052
Controle negativo 2,89+0,17"s 2,23+0,16° 1,53+0,21¢ 2,19+0,342 2,02+0,27"° 2,35+0,16 " 2,06 £0,28 s
Apenas fungicidas (3x) 2,68+0,18 2,81+0,122 2,41+0,202 2,88+0,272 2,02+0,28"° 1,72+0,14 2,68 +0,15
Plass Carragena (1x) 2,63+0,18 2,64 +0,082° 2,28 +0,192 2,82+0,262 3,06 £0,292 2,03+0,23 2,54 +0,24
Carragena (1x) + fung. (3x) 2,36 £0,10 2,38 +0,09 2 1,64 £0,14 2 1,910,172 1,71+£0,19° 1,99+0,16 2,41+£0,10
CV (%) 20,25 16,98 35,46 37,19 43,57 29,34 27,96
ANOVA (p-valor) 0,1666 0,0080 0,0034 0,0377 0,0058 0,1250 0,2030
Controle negativo 2,30 £0,05" 2,32+0,05" 2,35+0,062 2,45+0,062 2,37 £0,03" 2,32+0,04" 2,52+0,10@
Apenas fungicidas (3x) 2,17 £0,03 2,23 £0,02 2,19+£0,04° 2,20 +0,06 ¢ 2,28 £0,09 2,40 £0,05 2,24 £0,04°
ABS/RC Carragena (1x) 2,27 £0,03 2,21+£0,02 2,21+0,04° 2,19+0,05¢ 2,20 £0,05 2,29 £0,05 2,26 £0,05°
Carragena (1x) + fung. (3x) 2,27 £0,03 2,26 £0,02 2,41+0,042 2,43 £0,052 2,35+ 0,04 2,32 £0,04 2,35+0,022
CV (%) 6,16 5,03 7,38 9,51 8,92 7,05 9,59

ANOVA (p-valor) 0,1367 0,1521 0,0042 0,0028 0,2807 0,4824 0,0145
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Controle negativo 1,86 £0,03 " 1,85+£0,03m 1,82+0,03% 1,93+£0,032 1,86 £0,02" 1,86 £0,03 " 1,96 £0,052
Apenas fungicidas (3x) 1,76 £0,02 1,80 £0,02 1,76 £0,02° 1,76 £0,04° 1,79 £0,05 1,90 £ 0,04 1,79+0,03°
TRJRC Carragena (1x) 1,83 £0,03 1,79 £0,02 1,77 £0,03° 1,74 £0,03° 1,78 £0,03 1,81+£0,04 1,80 £0,03°
Carragena (1x) + fung. (3x) 1,82 £0,02 1,82 £0,02 1,890,022 1,93+£0,032 1,86 £ 0,03 1,84 £0,03 1,88 £0,022°
CV (%) 5,67 4,55 5,62 7,99 6,76 6,77 7,32
ANOVA (p-valor) 0,1927 0,3322 0,0085 0,0008 0,2962 0,4696 0,0132
Controle negativo 1,12+0,022 1,03 £0,02" 0,88 +0,02" 1,07 £0,03" 1,01 40,042 1,05 £0,02" 1,11 £0,05
Apenas fungicidas (3x) 0,99+0,02° 1,07 £0,01 0,97 £0,01 1,05 £0,02 0,90 +0,03° 0,96 £0,02 1,06 £0,01
ETJRC Carragena (1x) 1,07 £0,03 1,03 £0,02 0,96 +0,02 1,04 £0,02 1,07+£0,032 0,94 +0,06 1,05 +0,02
Carragena (1x) + fung. (3x) 1,03 +0,03 2 1,02 +0,01 0,95+ 0,03 1,04 £ 0,02 0,91+0,04° 0,97 +0,03 1,10 £0,01
CV (%) 9,45 6,37 9,41 7,84 14,63 12,56 9,59
ANOVA (p-valor) 0,0184 0,3739 0,0929 0,7846 0,0112 0,2208 0,4715
Controle negativo 0,440 £0,018 2 0,465 +0,0162 0,528 £0,0322 0,525 £ 0,033 0,503 0,017 0,458 £0,012" 0,562 +0,0532
Apenas fungicidas (3x) 0,404 +0,008° 0,429 £ 0,007 0,430 £0,015° 0,441 £ 0,022 0,481 +0,043 0,495+0,019 0,443 £0,012°
DiJRC Carragena (1x) 0,447 +0,009 2 0,419 +0,008° 0,437 £0,010%° 0,443 + 0,024 0,426 £0,017 0,471 +£0,024 0,464 £0,0192
Carragena (1x) + fung. (3x) 0,449 £ 0,008 0,438 +0,008 2 0,513 +0,017 2 0,501+0,018 0,487 £ 0,021 0,475+0,019 0,472 +0,0102
CV (%) 9,34 8,44 16,04 17,72 18,65 12,76 20,75
ANOVA (p-valor) 0,0355 0,0314 0,0020 0,0558 0,2341 0,6028 0,0343

Tparametro analisado. EP — Erro Padr&o. ™= nao significativo. Colunas com letras diferentes dentro de cada
parametro analisada identificam médias que séo estatisticamente diferentes de acordo com Tukey HSD (<5%).

APENDICE M — Valores de indice SPAD aos 1, 8, 15, 22, 36, 50 e 64 dias apds a aplicagéo (DAA) do
eliciador. Chapeco, SC, 2022.

PAT Tratamento 1DAA + EP 8DAA + EP 15DAA + EP 22DAA t EP 36DAA t EP 50DAA + EP 64DAA + EP
Controle negativo 4745+136™ 41,85£163™ 39,05 £ 0,96 ® 39,89 1,18 37,10£125%® 37,69£0,96™ 39,29£1,05™
Apenas fungicidas (3x) 48,46 +0,96 4317 £1,42 38,69 £ 1,102 39,24 £1,17% 34,40 £ 0,81 36,57 0,88 38,25+ 1,41
indice Carragena (1x) 4577 £1,37 43,69 + 1,46 40,85 +0,532 42,50 +0,982 38,600,692 37,64 £0,63 38,98 + 0,58
SPAD  Carragena (1x) + fung. (3x) 47,41 £217 43,59+0,98 36,46 +1,14° 36,03 £0,88"° 33,07+0,77° 35,76 + 0,56 37,82+ 0,62
CV (%) 11,05 11,00 9,30 10,80 10,50 7.41 8,65
ANOVA (p-valor) 0,6649 0,7786 0,0244 0,0012 0,0003 0,2540 0,7071

Tparametro analisado. EP — Erro Padrdo. »nao significativo. Colunas com letras diferentes dentro de cada

parametro analisada identificam médias que sdo estatisticamente diferentes de acordo com Tukey HSD (<5%).

APENDICE N - Valores de Numero de perfilhos e Area foliar (cm?) para os diferentes tratamentos ao
49° dia ap6s a aplicagao (DAA) do eliciador. Chapecd, SC, 2022.

Tratamento Numero de perfilhos + EP Area foliar + EP
Controle negativo 6,75 £ 0,33® 351,64 £ 8,60°
Apenas fungicidas (3x) 10,25 + 0,46= 432,20 £ 12,81-
Carragena (1x) 7,5+0,28° 401,28 + 27,81
Carragena (1x) + fung. (3x) 10,00 £ 0,57= 389,90 + 16,85=
CV (%) 23,47 15,74
ANOVA (p-valor) <0,0001 0,0274

EP — Erro Padréo. " néo significativo. Colunas com letras diferentes dentro de cada parametro analisada

identificam médias que sao estatisticamente diferentes de acordo com Tukey HSD (<5%).
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APENDICE O - Atividade das enzimas Ascorbato Peroxidase (APX), Catalase (CAT), Superdxido Dismutase (SOD), Fenilalanina Aménia Liase (FAL), e
quantificagdo de Proteina e Acido Salicilico as 0, 24, 48, 96, 192, 384 e 768 horas apds a aplicagdo (HAA) do eliciador. Chapecé, SC, 2022.

Parametro analisado Tratamento 0 HHA + EP 24 HAA + EP 48 HAA + EP 96 HAA + EP 192 HAA + EP 384 HAA + EP 768 HAA + EP
Controle negativo 61,04 + 54132 45,07 + 3,022 38,46 + 1,59° 4157 +1,76° 46,54 + 2,24 74,93 + 2,932 43,62 +3,89°
Ascorbato Apenas fungicida (3x) 44,47 +5,16° 62,98 + 10,662 52,02 + 1,242 54,14 + 3,21b° 63,32 + 6,652 50,30 + 2,40°¢ 56,63 + 2,752
Peroxidase (UAPX g Carragena (1x) 82,37 + 14,942 76,18 £ 5,262 69,44 + 13,032 120,99 + 15,432 66,51 + 4,932 84,22 + 4,062 67,68 3,172
protein™) — APX Carragena (1x) + Fungicidas (3x) 66,71 + 4,252 31,89 +4,39°P 42,15 +1,74° 69,63 + 5,38° 73,60 2,972 63,43 + 1,92 65,95 + 9,272
Coeficiente de variagdo 37,83 39,82 38,63 44,15 23,22 21,40 27,04
p-valor (ANOVA) 0,0324 0,0074 0,0061 <0,0001 0,0021 <0,0001 0,0087
Controle negativo 2,134 0,05° 1,83+0,13° 2,50 + 0,06 2,89+0,16"™ 3,17 £0,07° 2,92 +0,03™ 3,06 + 0,06°
Apenas fungicida (3x) 2,81+0,20° 3,25+ 0,30° 2,92 +0,24 3,33+0,27 6,01 + 0,462 3,27 +0,12 3,370,112
Cata'_a?f (uKat g Carragena (1x) 2,61+0,192 4,10+0,162 3,57 £ 0,92 2,83+0,03 3,86 +0,44° 2,99+0,15 3,87 £0,142
protein™) — CAT Carragena (1x) + Fungicidas (3x) 230+ 0,15% 2,77 +0,32° 2,46+ 0,11 3,40 + 0,07 3,91+ 0,05 3,16 40,12 354+0,15°
Coeficiente de variagdo 18,71 34,17 41,73 15,07 31,03 9,89 12,03
p-valor (ANOVA) 0,0444 0,0001 0,6623 0,1363 <0,0001 0,1979 0,0014
Controle negativo 42,21 + 13,152 55,05 + 16,982 26,34 + 1,382 41,75 £ 17,66 46,17 + 13,0520 13,95 + 3,07° 132,56 + 52,652
Superoxido Apenas fungicida (3x) 13,44 + 3,25° 7,10 £ 0,55° 57,07 + 10,692 43,26 + 13,89 54,91 + 16,002 80,70 + 26,022 23,04 +4,89°
Dismutase (USOD g Carragena (1x) 48,81 +7,842 4,47 +0,39° 36,90 + 7,682 12,02 + 5,43 33,90 + 10,162 39,59 + 5412 14,65 + 3,23°
protein) — SOD Carragena (1x) + Fungicidas (3x) 37,75+7,34° 22,34 2,072 10,25 + 1,55° 77,10 19,99 14,15 + 2,35 12,97 +2,75° 12,93 +2,69°
Coeficiente de variagao 67,53 126,67 70,74 89,11 82,33 113,11 173,36
p-valor (ANOVA) 0,0122 0,0012 0,0002 0,0809 0,0363 0,0007 0,0010

Fenilalanina Amonia

Controle negativo
Apenas fungicida (3x)

0,060 + 0,001°
0,060 + 0,005

0,053 + 0,002°
0,040 + 0,001°

0,067 + 0,005
0,093 +0,017°

0,043 + 0,001°°
0,039 +0,001°

0,049 + 0,001 @
0,046 + 0,001°

0,041 +0,001°
0,045 +0,001°

0,062 + 0,001°
0,052 +0,0012

Liase (mmol min”' g Carragena (1x) 0,079 + 0,0052 0,047 +0,0012 0,063 + 0,003 0,051 +0,002° 0,054 + 0,002° 0,057 0,004 2 0,041 0,001°
protein™') — FAL Carragena (1x) + Fungicidas (3x) 0,048 + 0,003" 0,051 £ 0,002° 0,049 £ 0,001 0,079 £ 0,0012 0,041 £ 0,001° 0,042 + 0,001 0,044 £ 0,001°
Coeficiente de variagao 2412 14,28 39,40 30,49 13,36 17,61 17,90
p-valor (ANOVA) 0,0015 <0,0001 0,0069 <0,0001 <0,0001 0,0009 <0,0001
Controle negativo 0,117 £ 0,007 2 0,041 £ 0,004° 0,078 + 0,004° 0,229 + 0,012 0,202 + 0,006 0,250 + 0,017 0,117 £0,012"
) Apenas fungicida (3x) 0,104 £ 0,031° 0,188  0,0512 0,149 + 0,0182 0,159 £ 0,011° 0,207 £ 0,0112 0,161+ 0,015 0,161 + 0,008
Acido salicilico (mg Carragena (1x) 0,176 £ 0,017 0,159 + 0,0232 0,161 £0,010° 0,265 + 0,0242 0,137 £0,010° 0,226 + 0,034 0,140 £ 0,015
kg protein”) —AS Carragena (1x) + Fungicidas (3x) 0,208 + 0,028 0,091 £ 0,017 0,178 £ 0,007° 0,223 + 0,026 % 0,207 + 0,022° 0,212 + 0,029 0,113 0,018
Coeficiente de variagédo 42,03 75,42 33,15 27,35 23,37 31,75 28,96
p-valor (ANOVA) 0,0183 0,0025 <0,0001 0,0066 0,0013 0,1121 0,1440
Controle negativo 12,90 + 0,84 ™ 14,44 10,552 11,49 0,48 8,77 + 0,48" 11,49 + 0,43 12,99 £ 0,107 14,55 + 0,39
Apenas fungicida (3x) 14,85 £ 0,39 11,53 £ 0,44° 12,55+ 0,95 10,65 £ 0,73% 11,16 £ 0,43 13,97 £ 0,09 13,831 0,61
Proteing (%) Carragena (1x) 12,56 £ 0,79 11,28 £ 0,70° 9,66+ 1,17 12,95 £ 1,062 11,66 £ 0,13 13,674 0,25 14,35+ 0,63
Carragena (1x) + Fungicidas (3x) 12,98 + 0,47 11,22 £ 0,69° 12,93+ 0,75 10,29 £ 0,25 10,30 £ 0,49 13,12 0,46 15,07 £ 0,32
Coeficiente de variagdo 13,19 16,14 20,51 20,76 9,50 5,57 8,62
p-valor (ANOVA) 0,0927 0,0030 0,0685 0,0042 0,1116 0,0653 0,4061

EP — Erro Padrdo. n&o significativo. Colunas com letras diferentes dentro de cada pardmetro analisada identificam médias que s&o estatisticamente diferentes de acordo com
Tukey HSD (<5%). SOD, CAT e APX foram transformadas para Log1o e FAL foi transformada utilizando a equagao de Johnson’s Transformation para adquirirem distribuicao
normal. Dados séo apresentados na escala original
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