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RESUMO GERAL

A utilizacdo de produtos quimicos no controle de patégenos de plantas tem causado
muitos efeitos prejudiciais ao ambiente. O bioprotetor e a quitosana, tanto a obtida por
meio do fungo Cunninghamella elegans como a obtida de crustaceos, vem sendo
utilizados como agentes alternativos no controle de patdgeno em plantas, além disso, a
quitosana proporciona efeitos positivos para a nutricdo de plantas, fertilizacdo do solo e
na absorcdo de nutrientes pelas plantas. A quitosana atua no aumento da tolerancia de
plantas a estresses e na ativacdo de respostas de defesa, de forma a se tornarem mais
resistentes contra micro-organismos fitopatogénicos. Dessa forma, o objetivo desse
trabalho foi avaliar o efeito da quitosana de crustdceo e do bioprotetor na defesa de
Sclerotium rolfsii e no estado nutricional de feijdo-caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp.
O presente trabalho foi dividido em dois capitulos, sendo que em ambos utilizou-se 11
tratamentos (1) tratamento controle: fertilizante solivel (FNPK) sem quitosana; (2)
protetor (PNPK) 50% da dose recomendada; (3) PNPK 100%; (4) PNPK 150%; (5)
hdmus de minhoca (HM); (6) HM + quitosana 2 mg/mL; (7) HM + quitosana 4 mg/mL;
(8) HM + quitosana 6 mg/mL; (9) biofertilizante misto 150%; (10) testemunha 1: solo
sem patogeno; (11) testemunha 2: solo com patdgeno. No primeiro capitulo, realizou-se
um ensaio in vitro para verificar a acdo das diferentes concentracdes de quitosana (0,5;
1,0; 1,5; 2,0; 4,0 e 6,0 mg/mL) no controle do patdgeno, em seguida as concentracdes
mais promissoras (2, 4 e 6 mg/mL) foram utilizadas na pulverizagdo em folhas de
feijdo-caupi, em casa de vegetacdo nos tratamentos 6, 7 e 8. Para a obtencdo das plantas
de feijdo a semeadura foi realizada em vasos, contendo solo autoclavado e ndo
autoclavado. Apo6s 48 horas da pulverizagdo foi realizada a inoculacdo no colo das
plantas em todos os tratamentos, exceto o tratamento 10. No primeiro capitulo foram
realizadas as seguintes analises: severidade da doenca; teor de proteina solavel;
atividades das enzimas ascorbato peroxidase (APX) e da catalase (CAT), ja no capitulo
2 analisou-se: matéria seca da parte aérea, analise quimica da planta (N, P e K) e do solo
(N, P, K, Mg e Ca). Em relacdo aos resultados do capitulo 1, conclui-se que o0s
tratamentos com PNPK 50%, 100% e 150%, HM + quitosana 2, 4 e 6 mg/mL e o
tratamento FNPK sdo mais eficazes no controle da severidade da doenca. Na analise da
proteina solGvel, a utilizacdo de biofertilizante misto, HM + Q 4mg/mL, HM + Q
6mg/mL e FNPK apresentam teores mais elevados na planta. J& na atividade da

catalase, os tratamentos que incrementaram as concentragcdes da mesma séo HM + Q



2mg/mL e PNPK 150%; e na atividade da ascorbato peroxidase, a utilizacdo de HM + Q
6mg/mL foi e 0 que ativa maior producdo dessa enzima na planta. Quanto aos
resultados do capitulo 2, pode-se perceber que os tratamentos BNPK, PNPK 150% e
humus de minhoca contendo as diferentes concentracfes de quitosana expressam 0S
melhores resultados para as analises de nutrientes realizadas, com valores iguais ou
superiores ao tratamento que utilizou o fertilizante convencional (FNPK) e sempre
superiores as testemunha 1 e 2. Diante dos resultados obtidos, pode-se sugerir que a
aplicacdo de bioprotetor, biofertilizante e hiumus de minhoca contendo diferentes
concentracdes de quitosana no feijdo-caupi atuam no mecanismo de defesa do feijdo-
caupi, além de promover maior disponibilidade de nutrientes no solo e na planta. Assim,
o0 bioprotetor, himus de minhoca e a quitosana aplicados via foliar sdo uma alternativa

viavel com grande potencial em substituicdo aos fertilizantes soltveis convencionais.

Palavras-chave: Feijao- caupi, fertilizante alternativo, murcha do esclerécio.



ABSTRACT

The use of chemicals in the control of plant pathogens has caused many detrimental
effects on the environment. The bioprotector and chitosan, both obtained by the fungus
Cunninghamella elegans and that obtained from crustaceans, have been used as
alternative agents in the control of pathogens in plants, in addition, chitosan provides
positive effects for plant nutrition, soil fertilization, and nutrient uptake by plants.
Chitosan acts to increase plant tolerance to stress and to activate defense responses in
order to become more resistant against phytopathogenic microorganisms.Thus, the
objective of this work was to evaluate the effect of crustacean chitosan and bioprotect in
the defense of Sclerotium rolfsii and in the nutritional state of cowpea, Vigna
unguiculata (L.) Walp. The present work was divided in two chapters, in which 11
treatments (1) control treatment were used: soluble fertilizer (FNPK) without chitosan;
(2) Protector (PNPK) 50% of the recommended dose; (3) PNPK 100%; (4) PNPK
150%; (5) worm humus (HM); (6) HM + chitosan 2 mg / mL; (7) HM + chitosan 4 mg /
mL; (8) HM + chitosan 6 mg / mL; (9) mixed biofertilizer 150%; (10) control 1: soil
without pathogen; (11) control 2: soil with pathogen. In the first chapter, an in vitro
assay was performed to verify the action of different chitosan concentrations (0.5, 1.0,
1.5, 2.0, 4.0 and 6.0 mg / mL) in the control of the pathogen, Then the most promising
concentrations (2, 4 and 6 mg / mL) were used in spraying on cowpea leaves, in
greenhouse treatments 6, 7 and 8.To obtain the bean plants, sowing was carried out in
pots, containing autoclaved soil and not autoclaved. After 48 hours of spraying,
inoculation was performed on the lap of the plants in all treatments, except treatment 10.
In the first chapter the following analyzes were carried out: disease severity; Soluble
protein content; Activities of the enzymes ascorbate peroxidase (APX) and catalase
(CAT), and in Chapter 2 were (N, P and K) and soil (N, P, K, Mg and Ca). In relation to
the results of chapter 1, it was concluded that treatments with PNPK 50%, 100% and
150%, HM + chitosan 2, 4 and 6 mg / mL and FNPK treatment are more effective in
controlling the severity of the disease. In the analysis of the soluble protein, the use of
mixed biofertilizer, HM + Q 4mg / mL, HM + Q 6mg / mL and FNPK presented higher
levels in the plant. In the catalase activity, the treatments that increased its
concentrations are HM + Q 2mg / mL and PNPK 150%; And in the activity of ascorbate
peroxidase, the use of HM + Q 6mg / mL was and what activates greater production of
this enzyme in the plant. As regards the results of chapter 2, it can be seen that the



treatments BNPK, PNPK 150% and earthworm humus containing the different
concentrations of chitosan express the best results for nutrient analyzes performed, with
values equal to or higher than the treatment that used the Conventional fertilizer
(FNPK) and always higher than control 1 and 2. In view of the obtained results, it can
be suggested that the application of bioprotector, biofertilizer and earthworm humus
containing different concentrations of chitosan in the cowpea act on the cowpea defense
mechanism, besides promoting greater availability of nutrients in the soil and in the
plant.Thus, the bioprotector, earthworm humus and chitosan applied via the leaf are a

viable alternative with great potential to substitute conventional fertilizers.

Key words: Cowpea beans, alternative fertilizer, wilt of sclerotia.
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APRESENTACAO

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp] € uma cultura de grande
importancia socioecondmica para o Brasil, constituindo-se em um componente
alimentar basico devido ao alto valor nutricional para as populacées rurais e urbanas das
regides Norte e Nordeste do Brasil, além de gerar emprego e renda para as mesmas.
Porém sua produtividade pode ser afetada por doencas oriundas de fungos, dentre as
quais se encontra o Sclerotium rolfsii Sacc que é o agente causador da podriddao ou
murcha do esclerdcio, ocasionando redugdo em mais de 50% na producdo de gréos em
plantas acometidas pela doenga.

O cultivo dessa leguminosa exige o uso de fertilizantes e corretivos, objetivando o
aumento da produtividade das culturas de alimentos, de modo a atender critérios
econdmicos e a0 mesmo tempo a conservacdo e a fertilidade do solo. A fertilizagdo é
um fator muito importante que afeta a produtividade e a disponibilidade de nutrientes no
solo, podendo promover aumento no rendimento das plantas e melhorar o sistema de
culturas agricolas.

Estudos que visem a descoberta de biofertilizantes alternativos em substituicdo ao
uso de fertilizantes e insumos agricolas convencionais (fertilizantes minerais solGveis)
atualmente utilizados sdo necessarios para que haja uma agricultura sustentavel. Os
fertilizantes convencionais, além de onerosos, sdo agressivos ao ambiente. Também
vale salientar que o alto custo dos fertilizantes sollveis contribui diretamente para
reducdo de sua aplicacdo, particularmente por agricultores de baixa renda.

Os biofertilizantes produzidos a partir de rochas PK com Acidithiobacillus mais
matéria organica (composto de minhoca) enriquecido em N por bactérias diazotréficas
de vida livre e fungos que produzem quitosana (Cunninghamella elegans Lendner),
podem ser aplicados como alternativa aos fertilizantes convencionais (FNPK).

A quitosana tem sido amplamente estudada, visto que a sua utilizacdo pode atuar
em diferentes respostas incluindo lignificacdo, variacbes no fluxo idnico, acidificacdo
citoplasmatica, despolarizacdo da membrana e fosforilagdo de proteina, ativacdo da
quitinase e da glucanase, biossintese da fitoalexina e do &cido jasmonico, geracdo de
espéecies reativas de oxigénio, expressdo de genes unicos de resposta precoce e
relacionados a defesa, inducdo a formacéao de calose e inibicdo de proteinase em muitas

espécies.
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Desse modo, € importante testar a utilizacdo da quitosana e do bioprotetor em
plantas de feijao-caupi, para verificar sua atuacdo na defesa da planta contra patégenos e
também na nutricdo da planta e presenca de nutrientes do solo, afim de que possam ser
indicados como protetores e fertilizantes alternativos a utilizagdo dos convencionais ja
utilizados.
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CAPITULO 1: EFEITO DA QUITOSANA E DO BIOPROTETOR NO
CONTROLE DE Sclerotium rolfsii Sacc. EM FEIJAO-CAUPI.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da quitosana de crustaceo e do bioprotetor no
mecanismo de defesa de Sclerotium rolfsii em Vigna unguiculata (L.) Walp. Utilizou-
se 11 tratamentos: (1) tratamento controle: fertilizante soltvel (FNPK) sem quitosana;
(2) protetor (PNPK) 50% da dose recomendada; (3) PNPK 100%; (4) PNPK 150%; (5)
himus de minhoca (HM); (6) HM + quitosana 2 mg/mL; (7) HM + quitosana 4 mg/mL;
(8) HM + quitosana 6 mg/mL; (9) biofertilizante misto 150%; (10) testemunha 1; (11)
testemunha 2. Realizou-se um ensaio in vitro para verificar a acdo das diferentes
concentracdes de quitosana de crustaceo (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 4,0 e 6,0 mg/mL) no
controle do patdgeno, em seguida as concentragdes mais promissoras (2, 4 e 6 mg/mL)
foram utilizadas na pulverizacdo em folhas de feijdo-caupi, em casa de vegetacdo nos
tratamentos 6, 7 e 8. Para a obtencéo das plantas de feijdo a semeadura foi realizada em
vasos, contendo solo autoclavado e ndo autoclavado. Apos 48 horas da pulverizacdo foi
realizada a inoculacao no colo das plantas em todos os tratamentos, exceto o tratamento
10. Foram realizadas as seguintes andlises: severidade da doenca; teor de proteina
soluvel; atividades das enzimas ascorbato peroxidase (APX) e da catalase (CAT),Na
analise da proteina solavel, a utilizacdo de biofertilizante misto, HM + Q émg/mL e
FNPK foram os que apresentaram melhores resultados. Na atividade da catalase, 0s
tratamentos que obtiveram melhor resposta foram HM + Q 2mg/mL e PNPK 150%; ja
na atividade da ascorbato peroxidase a utilizacio de HM+Q 6mg/mL foi o que
apresentou maior atividade dessa enzima. Como conclusdo, pode-se sugerir que a
aplicacdo de bioprotetor e de humus de minhoca, contendo diferentes concentracdes de
quitosana no feijdo-caupi pode atuar no mecanismo de defesa dessa planta mediante
aumento da proteina solivel e das atividades enzimaticas da catalase e da ascorbato

peroxidase.

Palavras-chave: Controle alternativo, Vigna unguiculata (L.) Walp, murcha do esclerdcio.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the antifungal activity of crustacean chitosan
in the control of Sclerotium rolfsii Sacc. In cowpea. An in vitro mycelial growth control
assay of the pathogen with chitosan was performed when concentrations of 2, 4 and 6
mg / mL were evaluated. From the greenhouse test using autoclaved and non-autoclaved
soils, the following analyzes were performed: disease severity; Soluble protein content;
Activities of the enzymes ascorbate peroxidase (APX) catalase (CAT). It was used a
DIC with 11 treatments and three replicates, all with the application of the pathogen,
except the control (treatment 10): (1) soluble fertilizer (FNPK) without chitosan; (2)
Protector (PNPK) 50% of the recommended dose; (3) PNPK 100%; (4) PNPK 150%;
(5) worm humus (HM); (6) HM + chitosan 2 mg / mL; (7) HM + chitosan 4 mg / mL;
(8) HM + chitosan 6 mg / mL; (9) mixed biofertilizer 150%; (10) soil of Zona da Mata
without pathogen; (11) soil of the Zona da Mata. Treatments with PNPK 50%, 100%
and 150%, HM + chitosan 2, 4 and 6 mg / mL showed the lowest disease severity
indexes. In the analysis of the soluble protein, the use of mixed biofertilizer, HM + Q
4mg / mL, HM + Q 6mg / mL and FNPK were the ones that presented better results. In
the catalase activity, the treatments that obtained the best response were HM + Q 2mg /
mL and PNPK 150%; Already in the activity of ascorbate peroxidase the use of HM +
Q 6mg / mL was the one that presented greater activity of this enzyme. As a conclusion,
it can be suggested that the application of bioprotect and earthworm humus, containing
different concentrations of chitosan in cowpea can act in the defense mechanism of this
plant by increasing the soluble protein and the enzymatic activities of catalase and

ascorbate peroxidase.

Key words: Alternative control, Vigna unguiculata (L.) Walp, wilt of sclerotia.
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1 INTRODUCAO

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp], comumente chamado de feijdo de
corda, feijao macassar ou feijdo fradinho, tem grande importancia socioecondmica para
o0 Brasil, constituindo-se em um componente alimentar basico devido ao alto valor
nutricional para as populagdes rurais e urbanas das regides Norte e Nordeste do Brasil,
além de gerar emprego e renda para as mesmas. O feijdo-caupi possui alta
adaptabilidade as condicOes edafoclimaticas do semiarido nordestino, sendo uma das
mais importantes leguminosas de grdos, representando uma das principais fontes de
proteinas para as populagdes de baixa renda (FREIRE FILHO et al., 2011).

No entanto, a produtividade do feijdo-caupi é afetada por doencas causadas por
patdgenos, dentre os quais os fungos, caracterizados por apresentar uma ampla
diversidade de espécies patogénicas que estdo presentes em diversos habitats e
colonizam vérias partes vegetais do feijoeiro (ATHAYDE SOBRINHO; VIANA,
SANTOS, 2005).

Dentre as espécies fungicas que causam doencas em feijdo-caupi, Sclerotium
rolfsii Sacc. é citado como um importante patdgeno habitante do solo nas regides
tropicais, subtropicais e temperadas no mundo. Este fungo ataca mais de 500 espécies
de plantas, incluindo culturas agricolas e horticolas de monocotileddneas e
principalmente dicotiled6neas. Este patdgeno produz grande numero de esclerédios que
podem permanecer e sobreviver no solo por meses ou anos, dependendo das condicdes
ambientais; contudo, o clima Uumido é favoravel a germinacdo dos esclerodios e
crescimento micelial (XU et al., 2008; SAEED et al., 2016).

Os esclerddios sao corpusculos duros e parenquimatosos, formados pelo conjunto
de hifas e que permanecem em estado de dorméncia, até o aparecimento de condicdes
adequadas para sua germinacdo. Ele germina quando em contato com alta umidade e
temperatura amena formando as hifas ou apotécios e, consequientemente dos ascOSporos
(GARCIA; JULIATTI; CASSEMIRO, 2012).

Na cultura do feijdo-caupi, S. rolfsii é o agente causador da podriddo ou murcha
do esclerécio (MICHEREFF et al., 2005), ocasionando reducdo em mais de 50% da
producdo de grdos em plantas acometidas pela doenca (FERY; DUKES, 2011). No
estagio inicial da doenca, os sintomas observados sdo geralmente um murchamento
completo e amarelecimento das folhas, ocasionados pelos danos no colo da planta

hospedeira, causando seca e queda das folhas e consequente morte das plantas (SINGH,;
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SHARMA,; FREIRE FILHO, 2002; SANTOS; TOMAZELI; MORALES, 2009). Os
caules das plantas em estagios avancados da doenca desenvolvem caracteristicas que
exibem esclerdcios de cor clara evoluindo para marrom e crescimento micelial branco
na epiderme do caule, na superficie do solo (KARAT; VENUGOPAL; GOULD, 1985).

O controle alternativo e bioldgico de patégenos é uma opcao que pode minimizar
os efeitos prejudiciais do uso de agrotoxicos no ambiente, nos alimentos e na inducéo de
resisténcia dos patdgenos que habitam os solos (THAKKAR; SARAFI, 2015). Devido
as altas dosagens e quantidade de aplicacdes em que devem ser utilizados os produtos
quimicos, a propagacao de doencas nos ecossistemas pode dificultar a aplicacdo bem
sucedida desses produtos, fazendo com que alguns pesquisadores concentrem esforgos
no desenvolvimento de insumos alternativos aos produtos quimicos sintéticos para o
controle de pragas e doencas (PAL; GARDENER, 2006).

Além disso, a aplicacdo de compostos quimicos eliciadores desencadeiam a
ativacdo de varios genes nas plantas que propiciam a sintese e a acumulacdo de
metabdlitos secundéarios (fitoalexinas e compostos fenolicos), macromoléculas
estruturais (calose, lignina e glicoproteina rica em hidroxiprolina), acidos salicilico e
jasmonico, funcionando como sinalizadores para a expressdo de proteinas relacionadas
a patogenicidade (proteinas-RP), inibidores de enzimas e como enzimas hidroliticas e
do metabolismo secundario (DURRANT; DONG, 2004; JALALI; BHARGAVAS;
KAMBLE, 2006; ALAMINO et al., 2013).

Entre os agentes que possuem propriedades antibidticas, antifingicas e ativadoras
de mecanismos de defesa em plantas, encontram-se a quitina e a quitosana (DI PIERO;
GARDA, 2008). A quitosana, por ser um produto natural, geralmente de baixo custo,
renovavel, abundante e atoxico, tem sido proposta como um material potencialmente
atraente para diversas aplicagbes, principalmente nas areas de engenharia,
biotecnologia, medicina e agricultura (AZEVEDO et al., 2007; DI PIERO; GARDA,
2008). A quitosana atua no aumento da tolerancia de plantas a estresses e na ativagéo de
respostas de defesa, de forma a se tornarem mais resistentes contra micro-organismos
fitopatogénicos (DI PIERO; GARDA, 2008).

Quando o fitopatogeno ataca as plantas, a quitosana faz com que estas respondam
de forma répida induzindo a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO),
principalmente anion superoxido (O;) e perdxido de hidrogénio (H,O,) (HU et al.,
2009). O peroxido de hidrogénio é a principal espécie ERO que aciona moléculas para a

inducdo de genes de defesa e a polimerizacdo de proteinas que compdem a parede
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celular, além de estimular a producdo de enzimas antioxidativas ou de limpeza
(LUKASIK; GOLAWSKA; WOICICKA, 2012). No entanto, existe uma variedade de
enzimas oxidativas que irdo decompor estas espécies reativas de oxigénio, tais como:
superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX), glutationa redutase (GSH),
peroxiredoxina (PRX), catalase (CAT), polifenol oxidase (PPO), entre outras
(MITTLER, 2002).

A aplicagdo de quitosana em plantas tem sido utilizada com a finalidade de
desencadear a ativacao das enzimas antioxidantes, tais como SOD, CAT e APX, e de
enzimas da via do fenilpropanoide, como a fenilalanina aménia-liase (PAL). A
biossintese e 0 acimulo dessas enzimas conferem respostas em forma de defesa vegetal,
impedindo danos oxidativos (OLIVEIRA; VARANDA,; FELIX, 2016a). Dousseau et al.
(2016) verificaram que a aplicacdo da dose correta desse biopolimero em jaborandi
pode proporcionar um aumento das atividades enzimaticas da catalase e da peroxidase,
enzimas que estdo envolvidas na defesa da planta contra o ataque de micro-organismos
patogénicos.

Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antifungica da
quitosana presente em crustaceo in vitro e in vivo e da quitosana fangica obtida por
meio da biomassa micelial do fungo Cunnighamella elegans in vivo, componente do

bioprotetor utilizado no controle de Sclerotium rolfsii Sacc. em feijéo-caupi.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no laboratorio de Controle Bioldgico do
Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA- Recife/PE) e posteriormente em casa de

vegetacdo da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

2.1 Obtencéo dos isolados de Sclerotium rolfsii, agente causal da murcha do
Sclerotium

O patdgeno utilizado no experimento foi o fungo Sclerotium rolfsii, causador da
murcha do Sclerotium em caupi. O fungo foi isolado, em laboratdrio a partir de plantas
com sintomas da doenca coletadas em casa de vegetagdo do Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA - Recife). O isolado de S. rolfsii foi repicado em placas de Petri
contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), mantidas por um periodo de 15
dias em camara de germinacédo tipo BOD (Biochemical Oxigen Demand) a 28 °C por
fotoperiodo de 12 horas.

Para posterior utilizacdo em casa de vegetacdo, realizou-se a inoculacdo em
plantas de feijdo-caupi; as plantas com sintomas foram coletadas e posteriormente
partes do colo infectado foram plaqueadas em meio BDA e ap6s 15 dias de incubacéo, o
patégeno foi reisolado e repicado para novas placas contendo BDA; as col6nias e
estruturas fangicas repetiram as caracteristicas da cultura original, completando assim o
postulado de Koch e confirmando-se a patogenicidade do fungo.

A inoculagdo foi realizada conforme metodologia descrita por Dantas et al.
(2002), com modificacBes, utilizando-se um disco de micélio. A inoculacdo foi
realizada ferindo-se levemente o colo de cada planta com estilete flambado em apenas
um local e depositando-se apenas um disco de micélio com esclerécios sobre o

ferimento. Todas as plantas inoculadas foram mantidas em camara imida por 48 horas.

2.2 Metodologia do teste “in vitro”

2.2.1 Efeito da quitosana sobre o crescimento micelial de S. rolfsii

Para avaliar o efeito da quitosana no crescimento micelial do isolado S. rolfsii, foi
utilizada a quitosana de crustaceo (Sigma) de médio peso molecular. Para uso

experimental, a quitosana foi dissolvida em acido acético a 1% com pH ajustado para
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5,6 com NaOH (1%). O biopolimero foi colocado sob agitacdo por 24 horas, utilizando-
se mesa agitadora para obten¢do do gel de quitosana e incorporado ao meio de cultura
sintético Batata Dextrose Agar (BDA) nas concentragdes finais de 0, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0,
4,0 e 6,0 mg/mL (DI PIERO; GARDA, 2008). Para o controle absoluto, utilizaram-se
placas de Petri apenas com BDA, e como controle relativo, utilizaram-se placas com o
mesmo volume de acido acético presente nos tratamentos com gel de quitosana.

O gel de quitosana e 0 meio BDA foram autoclavados separadamente a 120° C
por 15 minutos; em seguida combinados e vertidos para placas de Petri. O fungo
utilizado no ensaio in vitro teve o crescimento acompanhado por 15 dias a 28° C sob luz
constante, até a completa formacéao dos esclerddios.

Em seguida, foi adicionado no centro de cada placa um disco de meio de cultura
(0,5 cm de diametro) com crescimento micelial de S. rolfsii com as diferentes
concentracdes de quitosana, as quais foram mantidas em camara BOD a 28° C. O
didmetro das colénias foi medido a cada 24 h, até que o crescimento micelial do fungo
atingisse as bordas da placa do controle absoluto. Apds esse periodo, observacdes foram
realizadas aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias ap0s a repicagem do fungo. Durante os 35 dias de
avaliacdo do bioensaio foi observado o crescimento micelial quando adicionada a

quitosana ao meio de cultura nas concentragdes de 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 4,0 e 6,0 mg/mL.

2.3 Delineamento experimental do ensaio “in vitro”

O ensaio foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado constituido de 8
tratamentos, sendo 6 concentragdes de quitosana (0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 4,0 e 6,0 mg/mL)
mais o controle absoluto (BDA) e controle relativo (BDA + Acido Acético a 1%), com
seis repeti¢Oes para cada tratamento.

Os dados do crescimento micelial do patégeno (didmetro da coldnia), do controle
relativo e absoluto foram submetidos a analise de variancia e posterior regressao.
Visando avaliar o crescimento da col6nia ao longo do tempo, os dados foram plotados
em funcgéo dos dias de avaliagdo. Em adigéo, para melhor visualizagcdo do desempenho
da quitosana no crescimento do patdgeno, o diametro da colénia também foi analisado
em funcgéo das concentracdes de quitosana. As analises foram realizadas com auxilio do
software SigmaPlot v. 12.5 para Windows, e os resultados considerados significativos

quando p<0,05.
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2.4 Experimento em casa de vegetacao

Os experimentos em casa de vegetacdo foram realizados no Departamento de
Fitotecnia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE/Recife) durante o
periodo de 03 de junho a 23 de julho de 2016.

2.5 Producédo do biofertilizante misto (BNPK) e do bioprotetor (PNPK)

O biofertilizante misto (BNPK) e o bioprotetor (PNPK) utilizados como fonte de
nitrogénio, fosforo e potassio (NPK) em casa de vegetacdo, foram cedidos pelo
Laboratorio de Biotecnologia Ambiental da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

O biofertilizante misto (BNPK) foi produzido seguindo a metodologia descrita por
Oliveira et al. (2016), a partir de rocha fosfatada e de rocha potéssica, com adi¢do de
enxofre elementar inoculado com a bactéria Acidithiobacillus thiooxidans, que
participam como fontes de fosforo, célcio, potassio e magnésio.

A seqguir foi realizada a mistura de matéria organica (MO) inoculada com bactéria
diazotrofica de vida livre e biofertilizante de rochas (BPK) na propor¢do 3:1 (MO:
BPK). Para enriquecimento em N promovido pelo processo de fixagdo biologica de N,
de acordo com Lima et al. (2010) é necessaria a adicdo de matéria organica de rapida
degradacdo, como residuo de sorvete, residuos de bebidas, entre outras fontes, para
multiplicacdo da bactéria, visando a producéo de biofertilizante misto (BNPK).

A anélise do biofertilizante de rocha com fosforo (BP) e com potassio (BK), de
acordo com a metodologia da EMBRAPA (2009), forneceu para BP o pH = 3,8; P
disponivel = 60 g kg '; para BK, pH = 3,3; K disponivel = 0,5 g kg™'. O biofertilizante
misto (BNPK) produzido com himus de minhoca e residuo de sorvete, na proporcéo
MO: BPK correspondente a 3:1, mostrou pH = 6,2, N total = 20 {g kg™}; P disponivel
(Mehlich 1) = 15 (g kg™) e K disponivel (Mehlich 1) = 10 (g kg™).

Para a producdo do bioprotetor (PNPK) ao biofertilizante misto foi adicionado o
fungo Cunnighamella elegans (Zygomycota) que contém na sua parede celular quitina e

quitosana.
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2.6 Delineamento experimental

Foram realizados dois experimentos simultaneos (A e B) para avaliar o efeito da
quitosana de crustaceo e da quitosana fangica de C. elegans, componente do bioprotetor
no controle de S. rolfsii em feijdo-caupi. O experimento A foi constituido por solo nao
autoclavado e o experimento B por solo autoclavado. O solo do experimento B foi
esterilizado trés vezes num intervalo de 24 horas a 121° C por 60 minutos, e por fim foi
procedido um descanso de oito dias para posterior utilizacdo do mesmo em casa de
vegetacao.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 11
tratamentos, incluindo o controle, com trés repeticdes. Foram avaliados os seguintes
tratamentos: (1) fertilizante soltvel convencional (FNPK), sem quitosana + patégeno
(tratamento controle); (2) bioprotetor (PNPK) 50 % + patégeno; (3) bioprotetor (PNPK)
100 % da dose recomendada + patdgeno; (4) bioprotetor (PNPK) 150% da dose
recomendada + patdgeno; (5) humus de minhoca + patdgeno; (6) himus de minhoca +
pulverizacdo com quitosana de crustaceo na concentracdo de 2 mg/mL + patdgeno; (7)
himus de minhoca + pulverizacdo com quitosana de crustdceo na concentracdo de 4
mg/mL + patogeno; (8) humus de minhoca + pulverizacdo com quitosana de crustaceo
na concentracdo de 6 mg/mL + patégeno; (9) biofertilizante misto 150% da dose
recomendada + patdgeno; (10) testemunha 1: solo sem patégeno; (11) testemunha 2:
solo + patogeno.

Para os vasos com fertilizante mineral solivel foi preparada uma mistura de
superfosfato simples (60% de P,Os), sulfato de potassio (50% de K,O) e sulfato de
amonio (20% N). No tratamento controle foram adicionados 30g de humus de minhoca
por vaso (correspondente a 30 t/ha). Os tratamentos foram adicionados na superficie do

solo antes da semeadura.

2.7 Solo utilizado

O solo utilizado no experimento foi classificado como Latossolo Vermelho
Amarelo (EMBRAPA, 2009), coletado na camada de 0 a 20 cm em area localizada no
municipio de Paudalho, Zona da Mata, no estado de Pernambuco. O solo foi seco ao ar,
destorroado e passado em peneiras de 2 mm de didmetro, homogeneizado e adicionado
a vasos plasticos com capacidade para 4 litros, sendo acondicionados 4 kg de solo por
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vaso. As amostras de solo foram analisadas no Laboratério de Quimica do Solo do
Instituto Agronémico de Pernambuco, apresentando as seguintes caracteristicas: pH
(H,0) = 6,40; cétions permutéveis (cmolc/dm® Mg?* = 0,60; Ca?* = 1,70; K* = 0,04; P=
4 mg.dm.

2.8 Obtencéo e preparo das sementes

Sementes da cultivar de feijdo-caupi Miranda IPA 207 foram cedidas pelo
Programa de Melhoramento de Feijdo do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA)
para a realizacdo dos bioensaios. Depois de selecionadas, as sementes foram
desinfectadas através da exposicdo a alcool etilico (95%) durante um minuto e
submetidas a imersdo com hipoclorito de sddio (2%) durante cinco minutos; em seguida
houve 10 lavagens sucessivas com agua destilada. Posteriormente foi feita a semeadura
de sete sementes por vaso, mantendo-se apds o desbaste cinco plantas/vaso.

Durante a conducdo do experimento em casa de vegetacdo, a umidade foi mantida
com adicdo diaria de &gua destilada, para manté-la em torno de 80% da retencédo

méaxima. A temperatura oscilou entre 20 e 37° C e a umidade relativa foi 60-80%.

2.9 Obtencao e preparo do gel de quitosana

A quitosana de crustaceo (Sigma-Aldrich Chemical) foi utilizada como agente
fungistatico ou fungicida em ensaios de laboratério e em casa de vegetacdo. As
concentracdes da quitosana utilizadas em casa de vegetacdo foram previamente testadas
em ensaios in vitro. A quitosana em casa de vegetacdo foi testada em adi¢do ao humus
de minhoca em trés diferentes concentracBes: 2, 4 e 6 mg/mL, determinadas
previamente no teste in vitro.

O bioprotetor também foi testado como componente antimicrobiano pela adicdo
do fungo Cunnighamella elegans ao biofertilizante misto. A espécie Cunnighamella
elegans (Zygomycota) destaca-se pela potencial utilizagdo no controle bioldgico por
possuir 50% de quitosana em sua parede celular (FRANCO et al., 2004; BERGER,;
STAMFORD; STAMFORD, 2011).

Para aplicacdo da quitosana foi preparado gel do biopolimero para posterior
pulverizacdo nas folhas do caupi. A quitosana foi dissolvida em &cido acético (1%),
mantida sob agitacdo durante 24 horas com pH ajustado para 6,5 (NaOH 1%), obtendo-
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se as concentracOes finais de 2, 4 e 6 (mg/mL), conforme metodologia descrita por Di
Piero e Garda (2008).

2.10 Pulverizagédo da quitosana

A pulverizagdo com quitosana foi realizada sete dias ap6s a germinacéo e 48 horas
antes da inoculagdo com o patdgeno nos dois primeiros pares de folhas, sendo a
quantidade determinada de 4 mL/planta; nove dias apds a germinacgdo foi realizada a
inoculacdo com S. rolfsii. A inoculacdo foi realizada conforme metodologia descrita no
item 2.1.

2.11 Severidade da murcha de S. rolfsii

As plantas foram avaliadas quanto a severidade 50 dias ap6s o plantio por meio da
observacao dos sintomas externos nas plantas e da producéo de estruturas do fungo nas
plantas e no solo. Para a avaliacdo utilizou-se uma escala de notas modificada da escala
proposta por Schoonhoven e Pastor-Corrales (1987), descrita a seguir:

e Nota 1 - Auséncia completa de sintomas e sinais em plantas e no solo;

e Nota 2 - Pequenas lesdes necroticas no colo das plantas a partir do ponto de
inoculacéo;

e Nota 3 - Lesdes grandes no colo com algum crescimento fangico; plantas
debilitadas e crescimento fungico no solo ou em restos de cultura sobre o solo;

e Nota 4 - Plantas murchas com lesdes em todo o hipocétilo, apresentando
crescimento fungico, com presenca de esclerddios no colo e no solo, podendo
apresentar plantas mortas;

e Nota 5 - Plantas mortas ou com lesdes em todo o hipocétilo apresentando
crescimento fungico no solo e no colo das plantas, em toda a extensdo de

dominio da area da cova ou do vaso onde estéo as plantas.

29



2.12 Analises enzimaticas

As andlises enzimaticas da Catalase (CAT) e da Ascorbato Peroxidase (APX)
foram realizadas no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

2.13 Obtencéo do tecido foliar

Foram realizadas duas coletas de folhas no 14° e 28° dias ap06s a inoculacdo do
patdgeno. O procedimento foi realizado com o auxilio de uma tesoura, sendo escolhida
a 32 folha expandida de uma planta/vaso em cada tratamento, coletando-se apenas 0s
fragmentos da regido mediana do limbo foliar e imediatamente acondicionando-o0s em
papel aluminio, colocados em garrafa térmica com nitrogénio liquido e posteriormente
em isopor com gelo, a fim de serem armazenados em ultrafreezer a -80° C até o
momento do preparo dos extratos (ANDRADE et al., 2013).

2.14 Determinacao de proteina solavel e atividade enzimatica

Para preparacdo do extrato enzimatico, foi utilizado 0,2 g de massa fresca das
folhas de cada tratamento e de suas respectivas repeti¢oes, maceradas em almofariz com
nitrogénio liquido, acrescentando 2 mL do tampdo fosfato, 50 mg de
polivinilpirrolidona (PVP-antioxidante); em seguida, o concentrado foi filtrado e
transferido para tubos de eppendorf de 2 mL. As amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 10.000 rpm a 4° C, e logo ap06s o sobrenadante foi coletado com auxilio de
pipeta, transferido para eppendorf e armazenado a —80° C para avaliar as atividades da
catalase, ascorbato peroxidase e proteina soltvel (ANDRADE et al., 2013).

2.15 Teor de Proteina Soltvel

A concentracdo das proteinas totais foi determinada segundo o metodo de
Bradford (1976), utilizando-se o BSA (Bovine Serum Albumin) como padrdo. Para esta
determinacdo foi utilizada a solucdo estoque de proteina e a solucdo de Coomassie

Brilliant Blue (0,01 g de coomassie dissolvido em 5 mL de etanol a 95% e adicionados
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10 mL de acido fosforico concentrado e 85 mL de &gua bidestilada); posteriormente a
solucéo foi misturada, filtrada e conservada em frasco escuro.

Para o preparo da solucdo estoque de proteina foi pesado 0,1 g de albumina de
soro bovino BSA (PA), dissolvido em agua desmineralizada, completando-se seu
volume para 100 mL. Em seguida, pipetado para tubos de ensaio, separadamente, 1, 2, 4
e 10 mL da solugdo de BSA (1 mg/mL) e completado o volume para 20 mL com &gua
bidestilada, o que proporcionou as solu¢des nas concentragdes de 50, 100, 200, 500 e
900 pg/mL.

Para a determinagdo de proteinas soluveis foram utilizados 100 puL das solugdes
padrdes e dos extratos das amostras; foram acrescentados 2 mL do reagente Coomassie
Brilliant Blue, agitada suavemente e deixada agir por cinco minutos. As leituras das
amostras correspondentes aos extratos enzimaticos foram convertidas em concentragdo
de proteina sollvel para comparacdo com as leituras de solucdes padrbes de albumina
de soro bovino (BSA) nas concentragdes de 0, 50, 100, 200, 500 e 900 mg/L.

2.16 Determinacdo da Atividade da Catalase (CAT)

A determinacdo da atividade da CAT foi realizada de acordo com Berrs e Sizer
(1952). Antes da leitura foram preparadas as solucdes de tampdo fosfato de potassio
monobaésico (0,1 M), solucdo de EDTA a 0,001 M e solucdo de perdxido de hidrogénio
a 0,5 M. Para o preparo da solucdo tampao foi pesada uma amostra de 4,0827 g de
fosfato de potassio e dissolvida em 150 mL de &gua bidestilada e adicionado 30 pL de
EDTA (0,001 M); o pH foi ajustado para 7,0 com NaOH e HCI e o volume completado
para 300 mL. A solucdo de peroxido de hidrogénio a 0,5 M foi preparada utilizando-se
0,984 mL de peroxido para um baldo de 25 mL, e em seguida o volume foi completado
com tampdo fosfato de potassio (0,1 M).

O extrato de proteinas solGveis foi utilizado durante as leituras. Antes da leitura
das amostras, o branco foi preparado utilizando 1390 pL de tampéo + 50 puL de tampé&o
fosfato de potassio monobasico (equivalente ao volume da amostra) + 60 pL de
perdxido e a leitura foi realizada no espectrofotdmetro, em cubetas de quartzo, a 240
nm. Apods a leitura do branco, o espectrofotdmetro foi zerado e as leituras das amostras
foram iniciadas (1390 pL de tampédo + 50 pL do extrato de cada amostra + 60 pL de

perdxido) no mesmo comprimento de onda utilizado para o branco.
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2.17 Ascorbato peroxidase (APX)

A atividade da APX foi determinada conforme descrito por Nakano e Asada
(1981), usando EDTA (1 mM), perdxido de hidrogénio 100 mM, e &cido ascorbico (10
mM), dissolvido em solucdo tampdo fosfato de potassio 50 mM (pH 6,0). Antes da
leitura das amostras o branco foi preparado utilizando-se 1335 pL de tampdo + 75 pL
de tampdo (equivalente ao volume da amostra) + 75 pL de ascorbato + 15pL de
peroxido de hidrogénio; a leitura foi realizada no espectrofotdmetro, em cubetas de
quartzo (290 nm). Apos a leitura do branco o espectrofotdmetro foi zerado e as leituras
das amostras foram iniciadas, utilizando-se: 1335uL de tampdo, 75 pL do extrato
enzimatico, 75uL de ascorbato e 15uL de perdxido de hidrogénio. As leituras em

espectrofotdbmetro foram realizadas a 290 nm, no tempo 0 e ap6s 60 segundos.

2.18 Analise estatistica

Os dados obtidos nos dois experimentos em casa de vegetagdo foram analisados
pelo programa estatistico Sisvar versdo 5.3, sendo realizada a ANOVA e a comparacao
de médias pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 3.1 Efeito da quitosana sobre o crescimento micelial de Sclerotium rolfsii

Numa analise conjunta do crescimento micelial do fungo Sclerotium rolfsii nas
diferentes concentracées (0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 4,0 e 6,0 mg/mL) de quitosana ao longo do
periodo (7, 14, 28 e 35 dias), verificou-se em todas as concentracGes testadas que até o
7° dia a quitosana foi eficiente no controle de Sclerotium rolfsii, inibindo totalmente o
desenvolvimento e crescimento do mesmo (Figura 1). O mesmo comportamento nédo
ocorreu com o grupo controle absoluto e relativo, que apresentaram crescimento do
micélio desde o primeiro dia de avaliagdo, demonstrando dessa forma, a efetividade da
quitosana no controle do crescimento do fungo até 7 dias, independente da concentracédo
utilizada.

Esta acdo de inibicdo do crescimento micelial de fungos apresentado pela
quitosana tambem foi relatada por Camili et al. (2007), onde verificaram em
experimento in vitro que as concentracGes de quitosana de 0,5; 1; 1,5 e 2 mg/mL
inibiram completamente o crescimento micelial de Botrytis cinérea por um periodo de
cinco dias a uma temperatura de 22° C.

Foi observado que o didmetro da coldnia tende a ser dependente da concentragéo
de quitosana utilizada, ou seja, com o0 aumento da concentracdo da quitosana, ocorre
uma reducdo do didmetro até o ponto em gque ndo mais se evidenciou crescimento com a
concentracdo de 6,0 mg.mL™ (Figura 1). Vale ressaltar também, que a quitosana na
concentracdo de 6,0 mg/mL além de inibir o crescimento micelial ocasionou também a
morte da col6nia fungica.

O fato da quitosana ser dependente da concentracdo empregada, também foi
observado por Freddo et al. (2014) em seus estudos com o fungo Rhizoctonia solani,
onde avaliaram o efeito fungistatico de diferentes concentracdes de quitosana (0, 0,25,
0,5, 1 e 2%), nos quais constataram a reducdo do crescimento micelial desse fungo. E
verificaram ainda que tal crescimento se reduzia conforme o aumento das
concentragoes.

A concentracdo de 6 mg.mL™, foi a Gnica dose que causou a morte celular do
fungo em estudo. Estes resultados estdo de acordo com relatos de Alcatara (2011), onde

verificou em seu experimento, que quando se tem como alvo um fungo filamentoso,
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como no caso deste trabalho, é necessario uma concentracdo maior de quitosana para
obter inibigcdo do crescimento micelial e até mesmo a morte celular.

Berger et al. (2016) estudaram o efeito da quitosana de crustaceo no crescimento
micelial de Fusarium oxysporum f sp. tracheiphilum em diferentes concentracdes,
sendo observado que as concentracdes de 4, 5 e 6 mg/mL afetaram o crescimento
micelial do fungo. Todavia, vale ressaltar, que o comportamento de crescimento do
fungo pode apresentar resultados diferenciados, ja que o mesmo ndo possui dados
deterministicos por ser tratar de um ser vivo.

O controle absoluto atingiu a borda da placa de Petri de 90 x 90 mm ap0s trés dias
do crescimento do fungo (Figura 1G). O controle relativo ndo diferiu estatisticamente da
testemunha e atingiu a borda da placa com quatro dias de crescimento (Figura 1G).
Portanto, o acido acético utilizado no controle relativo, no mesmo volume (0,1%) para
0S outros tratamentos com quitosana, mostrou ndo influenciar no crescimento micelial
de S. rolfsii. Resultados semelhantes foram encontrados por Berger (2010), trabalhando
com quitosana obtida a partir de crustaceos (Sigma Aldric), quando observou que todas
as concentracgdes utilizadas tiveram efeito fungistatico em relacdo ao controle absoluto e
relativo com o mesmo volume de &cido utilizado nos experimentos com quitosana.

Conforme Prapagdee et al. (2007), é possivel que o efeito fungistatico da
quitosana visto neste trabalho tenha ocorrido em virtude da presenca de quitina, que € o
principal componente ativo, tendo em vista que 0 mesmo possui a capacidade de causar
mudancas de ordem estrutural e morfoldgica de modo a desorganizar as moléculas das

celulas do fungo.
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Figura 1. Curva de crescimento micelial de Sclerotium rolfsii utilizando diferentes
concentragdes de quitosana ao longo do tempo (7, 14, 28 e 35 dias).

3.2 Experimento em Casa de Vegetacao

3.2.1 Anadlise da Severidade da Murcha do Sclerotium in situ
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Os resultados apresentados na Tabela 1 demonstram que os tratamentos com
bioprotetor (PNPK) nas doses de 50%, 100% e 150%, humus de minhoca + quitosana
em diferentes concentragcdes (2, 4 e 6 mg/mL) ndo diferiram estatisticamente do
tratamento controle (testemunha 1) sem o patdgeno e apresentaram 0s menores indices
de severidade da doenca em solo autoclavado e ndo autoclavado, apresentando notas
variando de 1 a 2,3 (Tabela 1, Figura 2); no entanto, diferiram dos tratamentos que néo
possuiam quitosana, tais como fertilizante soliivel convencional, himus de minhoca,
biofertilizante misto e testemunha 2, os quais verificou-se maior severidade da doenca,

sinalizando, assim, sintomas com notas variando de 3,6 a 5 (Tabela 1, Figura 2).

s .li\;ir\

Figura 2. Estagios avaliados do Indice de severidade da murcha do esclerécio em caupi.
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Provavelmente a presenca de quitosana, componente do bioprotetor, deve ter
atuado na protecdo contra o patdgeno S. rolfsii, que segundo Stamford (2017) tem
atuacdo comprovada na protecdo das plantas contra doengas; a bioprotecdo das plantas é
promovida pela atuacdo de fungos da ordem Mucorales, especialmente Cunninghamella
elegans e/ou Mucor circineloides, 0s quais possuem quitina e quitosana na parede
celular.

Di Piero e Garda (2008), ao avaliarem o controle da antracnose em feijoeiro-
comum através da utilizacdo de quitosana contra o patdégeno Colletotrichum
lindemuthianum, constataram que a aplicacdo desse biopolimero em um intervalo de
tempo de quatro dias antes da inoculagdo mostrou-se mais efetiva na reducgdo da
severidade da antracnose e na inducdo do sistema de defesa da planta. A quitosana
promoveu o aumento da atividade da enzima B-1,3-glucanase, a qual atua de forma
direta nas glucanas presentes na parede celular do fungo fitopatogénico, inibindo assim
0 seu desenvolvimento.

Nos estudos de Felipini e Di Piero (2009), a quitosana reduziu a severidade da
podriddo-amarga em frutos de maca 'Fuji’, imersos na suspensdo do polissacarideo 24
horas depois da inoculacdo. O efeito da dose também foi relatado por estes autores,
visto que a reducdo foi diretamente proporcional a dose de quitosana e ao tempo em que
foi aplicado o agente indutor.

A utilizacdo de bioprotetor, independente da concentracdo ou da utilizacdo de solo
autoclavado ou ndo, também proporcionou menores indices de severidade da doenca da
murcha do Sclerotium em caupi. De acordo com Thakkar e Sarafi (2015), o biopolimero
é utilizado no controle bioldgico de patdgenos, podendo proporcionar um aumento na

resisténcia a patdgenos.
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Tabela 1: Indice de severidade da doenca murcha do Sclerotium (%) em caupi
inoculado com S. rolfsii e avaliado 50 dias ap6s a germinacdo em solo ndo autoclavado
e solo autoclavado.

Severidade da doenca

Tratamentos Solo nédo autoclavado Solo autoclavado

FNPK + P 43a 4,0a
PNPK 50% + P 2,3b 2,3b
PNPK 100% + P 16b 2,3b
PNPK 150% + P 16D 2,3b
HM + P 40a 3.3a
HM + Q 2mg/mL + P 2,3b 2,3b
HM + Q 4mg/mL + P 2,3b 20D
HM + Q 6mg/mL + P 16D 16D
BM+P 36a 3.6a
testemunha 1 10b 10b
testemunha 2 50a 46 a

CV (%) 26,32 21,41

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
FNPK: fertilizante convencional; PNPK: Protetor; P: patdgeno; HM: himus de minhoca; Q: quitosana;
BM: biofertilizante; testemunha 1: solo sem patdgeno; testemunha 2: solo com patdgeno; CV: coeficiente
de variacéo.

Em relacdo a presenca da proteina solivel na matéria fresca da folha do feijao-
caupi, foi observado que as concentragdes aumentaram da primeira coleta para a
segunda, 0 que ocorreu provavelmente por causa do maior tempo de exposicdo da planta
ao tratamento utilizado (Tabela 2).

Na primeira coleta, quando se utilizou o solo ndo autoclavado, foi observado que
os tratamentos HM, HM + Q 2 e 6mg/mL, BM+P, FNPK e testemunha 1 foram os que
apresentaram maiores (P<0,05%) niveis de proteina solGvel em relacdo a utilizacdo de
PNPK independente da concentracdo e da testemunha 2 (Tabela 2). Por outro lado, foi
observado que parece haver um efeito da dose utilizada de PNPK sobre os niveis de
proteina, ou seja, quanto maior a dose maior o nivel da proteina.

Ja quando se utilizou o solo autoclavado, ainda na primeira coleta foi observado
que os tratamentos que utilizaram BM + P e o testemunha 1, apresentaram os maiores
niveis de proteina soltvel na matéria fresca da folha do feijao-caupi (Tabela 2).

Na segunda coleta foi observado que independente do solo utilizado, as
testemunhas apresentaram as menores (P<0,05%) concentragdes de proteina em relacéo

aos demais tratamentos (Tabela 2), demonstrando dessa forma que a adicdo de PNPK,
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FNPK, HM, quitosana ou biofertilizante misto podem proporcionar um aumento nestas
concentragoes.

Na segunda coleta para o solo ndo autoclavado, o tratamento com biofertilizante
misto foi o que apresentou maiores (P<0,05) concentracBes de proteinas e a utilizacao
de PNPK independente da concentracdo utilizada, foi a que apresentou menores
(P<0,05) concentracdes. J& para o solo autoclavado, os tratamentos HM + Q 4mg/mL +
patégeno, HM + Q 6mg/mL + patdgeno e FNPK, foram o0s que obtiveram maiores

concentracgdes (Tabela 2).

Tabela 2: Proteina solivel mg/g de matéria fresca em folhas de feijdo-caupi coletas no
14° (1° coleta ) e 28° (2° coleta) dias apos a inoculagdo do patdgeno em solo ndo
autoclavado e solo autoclavado

Solo ndo Solo autoclavado
Tratamentos autoclavado

12 coleta 2%coleta 1%coleta 22 coleta
FNPK + P 8,93 a 11,65b 8,31b 11,81 a
PNPK 50% + P 6,82d 11,09¢ 7,50b 10,62 ¢
PNPK 100% + P 7,31c 11,21 ¢c 8,31b 10,82 b
PNPK 150% + P 8,20 b 11,14c 845b 10,88 b
HM+ P 8,64 a 11,01 c 9,05b 10,32 ¢
HM + Q 2mg/mL + P 8,70a 11,63b 8,75b 10,50 ¢
HM + Q 4mg/mL + P 8,23 b 11,42 b 8,67b 11,39 a
HM + Q 6mg/mL + P 860a 11,52b 6,38 C 11,79 a
BM + P 8,91a 12,06 a 9,97 a 11,13 b

testemunha 1 9,15a 10,36 d 9,80a 9,48 d

testemunha 2 759 ¢ 10,51d 4,66d 9,96 d

CV (%) 3,22 2,06 6,99 3,84

Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
FNPK: fertilizante convencional; PNPK: Protetor; P: patdgeno; HM: himus de minhoca; Q: quitosana;
BM: biofertilizante; testemunha 1: solo sem patdgeno; testemunha 2: solo com patdgeno; CV: coeficiente

de variacéo.

De acordo com Graham e Graham (1991), um dos mais eficientes mecanismos de
defesa das plantas contra o ataque de patdgenos é a reacdo de hipersensibilidade, onde
hé a inducdo da producdo de alguns metabolitos secundarios como proteinas de defesa
codificadas por genes da planta. Essas proteinas podem incluir as estruturais, que
trabalham na tentativa de aprisionar o patdgeno e as proteinas relacionadas a patogénese
(PRP).

As PRP’s podem atuar diretamente no patdgeno, liberando eliciadores néo-
especificos que podem desencadear uma resposta de defesa (VAN LOON et al., 2006).
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Nesse sentido, a quitosana que € obtida atraves da desacetilacdo alcalina da quitina, tem
sido caracterizada como sinalizadora na resposta de defesa sistémica, por mimetizar o
fendmeno de reconhecimento que ocorre entre a planta e o patégeno (MEJIA-
TENIENTE et al., 2013).

Além disso, a atuagdo das PRP’s na resisténcia de plantas contra ataque de
patdgenos é baseada em atividades hidroliticas sobre a parede celular, toxicidade direta,
permeabilizacdo da membrana plasmatica, sinalizacdo no processo de defesa ou
inibicdo, podendo ser direto ou indireto. A defesa de plantas contra a entrada de agentes
patogénicos por meio da inibicdo do crescimento do patégeno ou da germinacdo de
esporos representa uma acao direta. Neste sentido, a atuagdo das PRP’s se da por meio
da atividade antimicrobiana in vitro. Isoformas basicas de PRP’s geralmente apresentam
acdo reduzida contra bactérias, insetos, nematoides ou virus, exercendo maior atividade
antifungica (STANGARLIN et al., 2011).

Em relacdo a acdo indireta, esta opera no processo de inducdo de resisténcia,
como na prevencdo a penetracdo de patdgenos, através da oxidacdo realizada pelos
componentes da parede celular vegetal por meio de peroxidases ou de envolvimento na
transducdo de sinais durante a interacdo patdgeno-hospedeiro, como na acdo de oxalato
oxidases e de proteinas relacionadas ao transporte de lipidios (STANGARLIN et al.,
2011).

Dentre os tratamentos que continham a quitosana, foi observado na primeira
coleta, independentemente do solo utilizado, que o tratamento HM + Q 2mg/mL + P
apresentou uma maior atividade da catalase. Ja na segunda coleta do solo autoclavado, o
tratamento PNPK 150% foi o0 que apresentou maior atividade dessa enzima.

Estes resultados sugerem que a concentracdo de quitosana utilizada pode refletir
no aumento da atividade da catalase. Dousseau et al. (2016) também verificaram um
efeito da concentracdo de quitosana utilizada sobre a atividade da catalase em jaborandi
(P. mollicomum), utilizando as concentragdes 2,5, 5 e 10 gL™, onde encontraram um
melhor resultado na concentragdo de 5 gL™. A determinacgédo da concentracéo que ira
proporcionar melhor resposta é importante, porque dessa forma pode-se evitar o

desperdicio de bioprotetor na aplicagéo.
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Tabela 3: Atividade da catalase (umol H,0,/mg.Proteina/min) em folhas de feijao-
caupi; coletas no 14° (1° coleta) e 28° (2° coleta) dias ap6s a inoculagédo do patdgeno no
solo ndo autoclavado e solo autoclavado

Tratamentos Solo nédo autoclavado Solo autoclavado

12 coleta 2% coleta 12 coleta 28 coleta
FNPK + P 141,53 b 229,38 a 86,15d 150,58 b
PNPK 50% + P 111,20 ¢ 227,97 a 137,70 ¢ 173,19 b
PNPK 100% + P 141,51 b 241,77 a 170,19 b 76,58 ¢
PNPK 150% + P 108,01 c 178,39 b 187,53 b 208,21 a
HM+ P 139,47 b 117,70 b 126,16 ¢ 17450 b
HM + Q 2mg/mL + P 159,92 a 171,37b 22195 a 146,86 b
HM + Q 4mg/mL + P 145,02 b 172,57 b 155,10 ¢ 98,34 c
HM + Q 6mg/mL + P 104,79 ¢ 154,01 b 172,36 b 176,01 b
BM+P 120,87 ¢ 139,34 b 140,92 ¢ 87,43 ¢
testemunha 1 92,87 ¢ 123,62 b 64,34 d 84,12 ¢
testemunha 2 160,34 a 162,24 b 245,37 a 217,97 a

CV (%) 8,53 15,91 16,55 18,97

Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
FNPK: fertilizante convencional; PNPK: Protetor; P: patdgeno; HM: himus de minhoca; Q: quitosana;
BM: biofertilizante; testemunha 1: solo sem patdgeno; testemunha 2: solo com patdgeno; CV: coeficiente

de variacéo.

Foi possivel observar na primeira coleta, independente do tipo ou tratamento dado
ao solo, e na segunda coleta com solo autoclavado, que a testemunha 1 apresentou uma
menor atividade da catalase em relacdo a testemunha 2, demonstrando dessa forma que
a presenca do patdgeno pode ser capaz de induzir o aumento da atividade dessa enzima
como um mecanismo de defesa.

Na primeira coleta, independente do solo utilizado, verificou-se que o tratamento
HM + Q 2mg/mL + P e a testemunha 2 apresentaram maior atividade da enzima
catalase. Ja na segunda coleta do grupo que utilizou solo ndo autoclavado, notou-se que
a maioria dos tratamentos, exceto FNPK, PNPK 50% e PNPK 100%, ndo apresentaram
aumento da atividade desta enzima, sugerindo que os tratamentos nas condicdes
utilizadas ndo interferiram na resposta da planta frente ao ataque do patégeno.

Para o solo autoclavado, os tratamentos PNPK 150% e a testemunha 2,
apresentaram na segunda coleta maior atividade da catalase em relacdo aos demais
tratamentos. Em relacdo & atividade desta enzima, foi observado também na segunda
coleta onde se utilizou o solo ndo autoclavado que os tratamentos FNPK, PNPK 50% e
PNPK 100% foram os que apresentaram maior (P<0,05) atividade dessa enzima. O
PNPK contém a quitosana em sua composi¢do, que atua na tolerancia de plantas a
estresses e na ativacdo de respostas de defesa (DI PIERO; GARDA, 2008).
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Quando ocorre a entrada do patdgeno na planta e ela realiza seu reconhecimento,
ocasiona o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) na célula
vegetal como o ion superdxido (O,.) e peroxido de hidrogénio (H,0,) (SHARMA et al.,
2012). Esta inducdo das EROs também pode ocorrer quando as plantas reconhecem os
compostos e eliciadores como a quitosana (LEI et al., 2011); no entanto, as EROs em
altas concentragdes podem danificar o sistema de membranas, levando & peroxidagéo
lipidica e consequentemente a morte celular; ja em baixas concentragdes, elas atuam
como moléculas sinalizadoras na expressao de genes ligados a defesa (BARBOSA et
al., 2014).

A aplicacdo de quitosana para a indugdo de metabdlitos secundarios em plantas
tem sido estudada, no entanto ainda ndo se chegou a um consenso quanto a definicéo de
tratamentos que induzam os compostos de interesse sem que haja dano celular (LEI et
al., 2011). Sendo assim, a determinacdo da concentracdo de quitosana a ser aplicada é
fundamental para que o metabolismo de defesa seja ativado sem que haja a morte
celular dessas plantas (DOUSSEAU et al., 2016).

Os demais tratamentos nao diferiram (P>0,05) das testemunhas 1 e 2, sugerindo
que ndo ha uma alteracdo na atividade da CAT na planta quando utilizados estes
tratamentos (Tabela 3).

As catalases sdo enzimas que convertem o peroxido de hidrogénio (H,0,) em H,0
e O, sendo que o primeiro composto pode ser diretamente toxico ao patdgeno e esta
envolvido com o fortalecimento da parede celular, uma vez que essa substancia é
necessaria para a biossintese de lignina (RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003). As
plantas possuem vérias isoformas de catalase, as quais estdo presentes nos peroxissomas
e glioxissomas; sdo as principais enzimas de detoxificacdo do H,O, em plantas e podem
dismutar diretamente o H,O, ou oxidar substratos (BREUSEGEM et al., 2001).

A atividade da ascorbato peroxidase (APX), conforme foi observado na atividade
da catalase, a testemunha 2, teve maior atividade em relacdo a testemunha 1, que
utilizou somente o solo, demonstrando que a presen¢a do patdgeno na planta é um

estimulo para aumentar a atividade dessa enzima (Tabela 4).
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Tabela 4: Atividade da Ascorbato Peroxidase (umol AsA/g.Proteina /min) em folhas de

feijdo-caupi coletas no 14°

patégeno no solo ndo autoclavado e solo autoclavado

(1° coleta ) e 28° (2° coleta) dias apds a inoculagdo do

Tratamentos Solo nado autoclavado Solo autoclavado
12 coleta 2% coleta 12 coleta 28 coleta
FNPK + P 2580,09 e 8664,12 ¢ 903,04 d 3218,57 d
PNPK 50% + P 2610,94 e 12206,94 a 1829,53 ¢ 6934,25 ¢
PNPK 100% + P 2365,25 e 6240,48 d 5481,57a 11496,75a
PNPK 150% + P 2869,39 e 8895,80 ¢ 1283,27 ¢ 2265,69 d
HM+ P 5615,37 b 5727,51 d 5794,85 a 9224.64 ¢
HM + Q 2mg/mL + P 1682,26 f 5157,82 d 912,04 e 7172,65 ¢
HM + Q 4mg/mL + P 2236,41¢e 6238,27 d 5638,41 a 9449,19 b
HM + Q 6mg/mL + P 7434,13 a 6414,36 d 3772,42 b 6437,59 ¢
BM+P 4648,66 c 5661,04 d 2435,23 ¢ 8544,37 ¢
testemunha 1 915,94 g 2730,16 e 927,12 d 1477,04 d
testemunha 2 3408,72d 11014,82 b 173496 ¢  12663,20 a
CV (%) 10,47 9,35 15,77 21,90

Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
FNPK: fertilizante convencional; PNPK: Protetor; P: patdgeno; HM: himus de minhoca; Q: quitosana;
BM: biofertilizante; testemunha 1: solo sem patdgeno; testemunha 2: solo com patdgeno; CV: coeficiente

de variacéo.

No solo ndo autoclavado, na primeira coleta, o tratamento HM + Q 6mg/mL + P
foi o que apresentou maior atividade da APX, diferindo dos demais tratamentos que
utilizaram a quitosana. Para estas mesmas condi¢es, os tratamentos PNPK 50%, PNPK
100%, PNPK 150% néo diferiram entre eles, sugerindo que as diferentes concentracdes
ndo alteram a atividade dessa enzima. Estes mesmos tratamentos também apresentaram
atividade de APX semelhantes aos apresentados pelo tratamento que utilizou FNPK,
sugerindo que eles podem ser utilizados como alternativos a utilizacdo de fertilizantes
convencionais, quando se deseja 0 aumento da atividade desta enzima.

Neste trabalho foi observado que a aplicacdo de diferentes concentracGes de
quitosana pode afetar a atividade da APX, resultado também obtido por Dousseau et al.
(2016) que trabalharam com a aplicacdo de diferentes concentragdes de quitosana (2,5,
5e 10 gL™) em jaborandi (P. mollicomum), onde observaram que a maior concentracao
foi a que proporcionou uma maior atividade dessa enzima.

De acordo com Bautista-Bands et al. (2006), a acdo da quitosana pode ocorrer por
meio da formacao de uma barreira estrutural pela lignificacdo da parede celular ou pelo
efeito inibitério sobre o crescimento de fungos fitopatogénicos. Provavelmente a

atividade antimicrobiana da quitosana se deve ao grupamento amino em sua forma
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policatidnica na presenca de pH abaixo de 6, que o torna capaz de interagir com as
cargas negativas da membrana celular do patégeno, provocando alteragdes na
permeabilidade da membrana plasmatica (PACHECO et al., 2008).

Ainda com a utilizacdo do solo ndo autoclavado, na segunda coleta foi observado
que o tratamento PNPK 50% foi o que apresentou maior atividade da APX em relacéo
aos demais tratamentos. Por outro lado, também foi observado que a adi¢do de quitosa
ao himus de minhoca ndo alterou a atividade dessa enzima.

A peroxidase é uma das enzimas chaves nos metabolismos primario e secundario
de plantas, responsavel por mecanismos que tornam a parede celular mais resistente a
penetracdo do patdgeno e a degradacdo enzimatica, contribuindo para reforcar as
paredes celulares tanto por interligagdes de hidroxiprolinas e glicoproteinas ricas em
prolina quanto por matriz de polissacarideos ou ainda aumentando a taxa de formacao
de lignina por meio da atividade dessa enzima (HAMMOND-KOSACK; JONES,
2000).

Para o solo autoclavado independente da data de coleta, a utilizagdo de PNPK
100% proporcionou uma alta atividade da APX, diferenciando-se dos demais
tratamentos que utilizaram este produto em diferentes concentracfes. Este resultado
sugere que este bioprotetor que contém a quitosana pode ser utilizado nesta
concentracdo para o feijado-caupi como um produto natural no controle de patdgenos;
além disso, a quitosana é o segundo polimero natural mais abundante no meio ambiente
(KATIYAR; HEMANTARANJAN; SINGH, 2015).

Mudangas na atividade da APX tém sido frequentemente correlacionadas as
respostas de resisténcia ou suscetibilidade em diferentes patossistemas (STANGARLIN
et al., 2011). De acordo com Oliveira et al. (2001) as APX estdo diretamente envolvidas
no processo de lignificacdo da parede celular.

Com o solo autoclavado foi observado que os diferentes tratamentos aplicados
induziram a uma maior atividade da APX, fato este que pdde ser notado quando se
compararam os diferentes tratamentos com a testemunha 1, que utilizou somente o solo
sem a utilizacdo de patdgenos.

A APX faz parte das enzimas oxidativas que sdo responsaveis por degradar as
especies reativas de oxigénio. Neste sentido, a quitosana atua fazendo com a planta
responda de uma forma mais rapida ao ataque do fitopatdgeno, por meio da producéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO), principalmente anion superdxido (O,) e perdxido
de hidrogénio (H,0,) (HU et al., 2009).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se sugerir que:
» A quitosana de crustaceo possui efeito fungicida e fungistatico no crescimento
micelial de S. rolfsii Sacc. in vitro.
» O bioprotetor e a quitosana de crustaceo aplicados nas diferentes doses
proporcionaram menor severidade da doenca.
» A quitosana de crustaceo e do bioprotetor em plantas de feijdo-caupi podem
atuar na eficiéncia do mecanismo de defesa dessas plantas, mediante aumento da

proteina sollvel e a atividade enzimatica da catalase e da ascorbato peroxidase.
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CAPITULO 2: EFEITO DO BIOPROTETOR COM Cunninghamella elegans E
DA QUITOSANA DE CRUSTACEO NO ESTADO NUTRICIONAL DO
FEIJAO-CAUPI [Vigna unguiculata (L.) Walp] E NA DISPONIBILIDADE DE
NUTRIENTES NO SOLO.

RESUMO

Os biofertilizantes produzidos a partir de rochas PK com Acidithiobacillus mais matéria
orgénica (composto de minhoca) enriquecido em N por bactérias diazotroficas de vida
livre e fungos que produzem quitosana (Cunninghamella elegans), podem ser aplicados
como alternativa aos fertilizantes convencionais (FNPK). O trabalho visa avaliar o
efeito de diferentes fontes de nutrientes para uso alternativo do bioprotetor e da
quitosana de crustaceos (comercial) aplicada via foliar na substituicdo de fertilizantes
convencionais com um Latossolo Vermelho Amarelo da Zona da Mata de Pernambuco.
Foram realizados dois experimentos simultaneos (A e B) com solo esterilizado e solo
ndo esterilizado em casa de vegetacdo. O delineamento usado foi o inteiramente
casualizado com 11 tratamentos, com trés repeticbes. Os tratamentos foram: (1)
fertilizantes soltveis (FNPK) na dose recomendada (DR) + patdgeno; (2) bioprotetor
(PNPK) 50% DR + patdgeno; (3) PNPK 100% DR + patdgeno; (4) PNPK 150% DR +
patdgeno; (5) humus de minhoca (HM) + patégeno; (6) himus de minhoca + quitosana
(2mg/mL) + patégeno; (7) humus de minhoca + quitosana (4mg/mL) + patégeno; (8)
hdmus de minhoca + quitosana (6mg/mL) + patdgeno; (9) biofertilizante misto (BNPK)
150% DR + patogeno; (10) Solo + patégeno; (11) Solo sem patdgeno. O bioprotetor
(PNPK) com rochas PK e a quitosana com humus de minhoca, em diferentes
concentragbes, mostraram eficacia na absor¢do de nutrientes, aumentando a
disponibilidade de nutrientes no solo e na planta, especialmente para N total, P e K
disponiveis. A utilizacdo de himus de minhoca proporcionou maior quantidade de
matéria seca em ambos solos utilizados. Assim, o bioprotetor e a quitosana aplicada via
foliar com adicdo de himus é uma alternativa viavel com grande potencial em

substituicdo aos fertilizantes solUveis convencionais.

Palavras-chave: Biofertilizante de rochas, biopolimero, fertilizantes alternativos, fonte

de nutrientes no solo.
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ABSTRACT

Biofertilizers produced from PK rocks with Acidithiobacillus plus organic material
(earthworm compound) enriched in N by free-living diazotrophic bacteria and fungi that
produce chitosan (Cunninghamella elegans), can be applied as an alternative to
conventional fertilizers (FNPK). The objective of this work is to evaluate the effect of
different nutrient sources, for alternative use of the bioprotector and commercial
(crustacean) chitosan applied by foliar, in the substitution of conventional fertilizers, in
a greenhouse with a Yellow Red Latosol from Zona da Mata Pernambuco. Two
simultaneous experiments (A and B) were performed with sterilized soil and non-
sterilized soil. The design was a completely randomized design with 11 treatments, with
three replications. The treatments were: (1) soluble fertilizers (FNPK) at the
recommended dose (RR) + pathogen; (2) bioprotectant (PNPK) 50% RR + pathogen;
(3) PNPK 100% RR + pathogen; (4) PNPK 150% RR + pathogen; (5) worm humus
(HM) + pathogen; (6) earthworm humus + chitosan (2mg / mL) + pathogen; (7)
earthworm humus + chitosan (4mg / mL) + pathogen; (8) earthworm humus + chitosan
(6mg / mL) + pathogen; (9) mixed biofertilizer (BNPK) 150% RR + pathogen; (10)
Only of Zona da Mata + pathogen; (11) Soil of the Zona da Mata without pathogen. The
bioprotectant (PNPK) with PK rocks and chitosan with earthworm humus, in different
concentrations, showed efficacy in nutrient absorption, increasing nutrient availability
in soil and plant, especially for total N, P and K available. Thus, the bioprotector and
the chitosan applied via foliar with humus addition is a viable alternative with great
potential in substitution to the conventional soluble fertilizers.

Keywords: Biofertilizer of rocks, biopolymer, alternative fertilizers, source of nutrients

in the soil.
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1. INTRODUCAO

A agricultura moderna exige o uso de fertilizantes e corretivos objetivando o
aumento da produtividade das culturas e da producdo de alimentos, de modo a atender
critérios econdmicos e ao mesmo tempo a conservacdo da biodiversidade e da
fertilidade do solo (ANDRADE et al., 2009; STAMFORD et al., 2008). A fertilizacéo ¢
um fator muito importante que afeta a produtividade e a disponibilidade de nutrientes no
solo, podendo promover aumento no rendimento das plantas e melhorar o sistema de
culturas agricolas (STAMFORD et al., 2008).

S80 necessarios estudos que visem o desenvolvimento de biofertilizantes
alternativos em substituicdo ao uso de fertilizantes e insumos agricolas convencionais
(fertilizantes minerais soltveis) atualmente utilizados, a fim de que haja uma agricultura
sustentavel. Os fertilizantes convencionais, além de onerosos, sdo agressivos ao
ambiente. Também vale salientar que o alto custo dos fertilizantes sollveis contribui
diretamente para a reducdo de sua aplicacéo, particularmente quando diz respeito ao uso
por parte de agricultores de baixa renda (SANCHES et al., 2002).

Os fertilizantes solUveis consomem uma quantidade substancial de energia e
podem favorecer a ocorréncia de problemas ambientais devido a lixiviacdo de nutrientes
soliveis para as camadas mais profundas do solo (STAMFORD et al., 2005;
STAMFORD et al., 2014; SILVA et al., 2016). Os biofertilizantes de rochas fosfatadas
(BP) e de rochas potassicas (BK) com adicdo de enxofre elementar e Acidithiobacillus
apresentam-se como alternativa viavel a fertilizantes solGveis convencionais.

Tais biofertilizantes ja& mostraram eficiéncia agronbmica para varias culturas,
sendo um processo pratico que reduz o consumo de energia e promove maior
disponibilidade de nutrientes para as plantas (STAMFORD et al., 2014). Estes
fertilizantes alternativos podem ser produzidos sem o uso de temperaturas elevadas e
nem adicdo de produtos toxicos e corrosivos, como os acidos fosférico e sulfurico,
podendo sua producdo ser realizada por grandes, médios e pequenos agricultores
(STAMFORD et al., 2008).

O biofertilizante misto (BNPK), quando acrescido da biomassa micelial do fungo
Cunninghamella elegans, € denominado de bioprotetor (PNPK), tendo em vista que
contém fungos da Ordem Mucorales, como C. elegans, que adicionam quitina e
quitosana ao produto (FRANCO et al., 2005); este biopolimero promove resisténcia a
doengas (OLIVEIRA et al., 2017; BERGER; STAMFORD; STAMFORD, 2016). O
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fungo C. elegans também favorece a formacao de polifosfato inorganico que aumenta a
disponibilidade de nutrientes para as plantas, especialmente P e N (FRANCO et al.,
2011), e, portanto, pode contribuir para a produtividade agricola.

As condicBes ambientais, fitossanitarias, as caracteristicas genéticas e a baixa
fertilidade do solo sdo alguns dos fatores que interferem no desenvolvimento das
plantas, como é o caso da cultura do feijdo-caupi, reduzindo sua produtividade média
que na regido semiarida é de apenas 300 a 400 kg/ha (SOBRAL, 2008).

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] é uma cultura amplamente
distribuida no mundo. Entre os anos de 2005 a 2009, a area ocupada com feijdo-caupi
no mundo foi de 12.218.774 milhdes de hectares, com producdo anual de 5.641.762
toneladas e produtividade de 461,8 kg/ha. Os principais paises produtores foram:
Nigeéria, Niger e Brasil (FREIRE FILHO et al., 2011).

Essa leguminosa € de grande importancia socioeconémica, destacando-se como
constituinte na dieta alimentar da populacdo, principalmente das regifes norte e
nordeste do Brasil e como alimento basico para as popula¢cdes de baixa renda, em
especial na regido semiarida. Além de se apresentar como excelente fonte nutricional,
suas caracteristicas de rusticidade e ciclo curto, promove tolerancia a seca e ao calor e
baixa exigéncia hidrica, podendo proporcionar excelente cobertura vegetal, evitando o
desenvolvimento de ervas daninhas no campo e sendo utilizado também na alimentacédo
animal (XAVIER et al., 2005; ANDRADE JUNIOR et al., 2000).

O trabalho tem como principal objetivo avaliar o efeito de diferentes fontes de
nutrientes, visando mostrar a possibilidade de uso alternativo do bioprotetor (PNPK) em
substituicdo aos fertilizantes sollveis convencionais. A pesquisa também observou o
efeito da adicdo de humus de minhoca conjuntamente com quitosana de crustaceos

(comercial) aplicada via foliar.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento e solo utilizado

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo do Departamento de Fitotecnia
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE/Recife). O clima da regido €
considerado como As’ de acordo com a classificagdo de Koppen, adaptada no Brasil,
sendo considerado como clima equatorial com verao seco.

O solo utilizado no experimento foi classificado como Latossolo Vermelho
Amarelo (EMBRAPA, 2009), com coleta feita na camada de 0 a 20 cm em area
localizada no municipio de Paudalho, Zona da Mata do estado de Pernambuco.

Apos a coleta do solo, as amostras foram secas ao ar destorroadas e passadas em
peneiras de 2 mm de didmetro, homogeneizadas e analisadas quanto as caracteristicas
quimicas e fisicas (Tabela 1) no Laboratério de Fertilidade e de Fisica do Solo do
Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), usando a metodologia da EMBRAPA
(2009).

Tabela 1: Caracteristicas quimicas e fisicas do Latossolo Vermelho Amarelo
(Paudalho, PE).

pH

. C P K Ca Mg Na Al CTC Vv
agua

-1 1

mg dm™ cmol, dm’ -%-

gkg™  gkg

5,40 0,06 0,65 4,00 004 170 060 004 0,05 2,4 52,0

Areia grossa Avreia fina Silte Argila Classificacdo Textural

%
45,00 27,00 6,00 22,00 Franco Argilo Arenoso

2.2 Biofertilizante misto (BNPK), bioprotetor (PNPK) e fertilizante solavel (FNPK)

O biofertilizante misto (BNPK) e o bioprotetor (PNPK) utilizados como fontes de
fertilizante natural foram cedidos pelo laboratério de Biotecnologia Ambiental da
Universidade Federal Rural de Pernambuco e analisados no laboratorio de Fertilidade e
de Fisica do solo do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA).

O bioprotetor (PNPK) foi produzido seguindo a metodologia descrita por Oliveira

et al. (2016), a partir de rocha fosfatada e de rocha potéssica, com adicdo de enxofre
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elementar inoculado com a bactéria Acidithiobacillus thiooxidans. O biofertilizante de
rochas com P e K participa como fonte de fdsforo, célcio, potassio e magnésio, sendo o
fésforo e o célcio cedidos pela rocha fosfatada, o potéssio e o magnésio cedidos pela
rocha potassica e 0 enxofre através da reacdo do S elementar liberando sulfato na
formacéo de acido sulfdrico.

Apos a producdo dos biofertilizantes de rochas (BPK) foi feita a mistura com
matéria organica (MO) inoculada com bactéria diazotrofica de vida livre na proporgéo
3:1 (MO: BPK). Para enriquecimento em N promovido pelo processo de fixagédo
bioldgica de N2, é necessaria a adicdo de matéria organica de rapida degradacao, como
residuo de sorvete, residuos de bebidas, entre outras fontes, para potencial multiplicacdo
da bactéria, visando aumentar o N pelo processo da fixacdo bioldgica do nitrogénio
(FBN) e producéo de biofertilizante misto (BNPK), de acordo com Lima et al. (2010).
A seguir foi adicionado ao biofertilizante misto o fungo da Ordem Mucorales (C.
elegans), o qual contém em sua parede celular quitina e quitosana, visando a producao
do bioprotetor (PNPK) (Figura 1).

N @OOOOl m

Rocha potdassica

e

Rocha fosfatada do enxofre Mistura de rocha e bactérias - :
N mantidas em sulco T4
Bactéria H ¢
Matéria fixadora !
orgéinica de v
(composto nitrogénio Fungos
da Cunninghamella
minhoca) \ Adubo PK produzido apés elegans
=~ '. agdo de bactérias ~
\ 1 \
A
vy M
................. . |
Biofertilizante NPKB Bioprotetor NPKP

Figure 1. Esquema simplificado da producéo do biofertilizante (NPKB) e bioprotetor (NPKP). Os sulcos
cobertos com plastico preto em campo sdo mostrados em (a)
Fonte: Adaptado de Barreto et al. (2016)

A anélise do biofertilizante de rocha com fosforo (BP) e com potassio (BK), de
acordo com a metodologia da EMBRAPA (2009) forneceu para BP o pH = 3.8; P
disponivel = 60 g kg '; para BK, pH = 3.3; K disponivel = 0.5 g kg~'. A anélise do
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biofertilizante misto (BNPK) produzido com himus de minhoca e residuo de sorvete na
proporcdo MO: BPK correspondente a 3:1 mostrou pH = 6.2, N total = 20 (g kg™); P
disponivel (Mehlich 1) = 15 (g kg™) e K disponivel (Mehlich 1) = 10 (g kg™).

O fertilizante NPK soltvel (FNPK) foi produzido com a mistura dos fertilizantes
convencionais: sulfato de amonio (20% N), superfosfato simples (60% de P,0s) e
sulfato de potéssio (50% de K,O), seguindo a recomendacdo do IPA (2008) para o

feijao-caupi.

2.3 Delineamento Experimental

Foram realizados dois experimentos simultaneos (A e B), sendo um com o solo
autoclavado e o outro com solo ndo autoclavado, para avaliar o efeito do PNPK e
BNPK em relacdo ao fertilizante soltvel convencional, himus de minhoca com e sem
quitosana de crustaceo (comercial) aplicada via foliar em diferentes concentragGes. Nos
dois experimentos o delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
com 11 tratamentos e trés repeticoes.

Os tratamentos foram: (1) fertilizantes solGveis (FNPK) na dose recomendada
(DR) + patdgeno; (2) bioprotetor (PNPK) 50% DR (5 g/vaso) + patdgeno; (3) PNPK
100% DR (10 g/vaso) + patdgeno; (4) PNPK 150% DR (15 g/vaso) + patogeno; (5)
himus de minhoca (HM) (30g/vaso) + patdgeno; (6) humus de minhoca (30 g/vaso) +
quitosana (2mg/mL) + patégeno; (7) humus de minhoca (30 g/vaso) + quitosana
(4mg/mL) + patdgeno; (8) humus de minhoca (30 g/vaso) + quitosana (6mg/mL) +
patdgeno; (9) biofertilizante misto (BNPK) 150% DR (15 g/vaso) + patdgeno; (10) Solo
+ patogeno; (11) Solo sem patégeno. A adic¢do da quitosana foi realizada de acordo com
as concentragdes mais promissoras determinadas no teste “in vitro”.O calculo do
bioprotetor foi procedido usando a recomendacéo do Ipa (2008), com base no teor de
fésforo no solo.

2.4 Conducéo dos experimentos

Os experimentos foram realizados no periodo de 03 de junho a 23 de julho de
2016, utilizando vasos plasticos com capacidade para 4 litros nos quais foram
acondicionados 4 kg de solo por vaso; em fungdo da acidez natural do solo foi feita

adicdo de calcario (2 g/vaso de CaCO3), com calagem correspondente a 2 t/ha.
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A esterilizacdo do solo (experimento B) foi realizada mediante autoclavagem por
trés vezes consecutivas em um intervalo de 24 horas, a 121° C, durante 60 minutos, e
apos oito dias o solo foi utilizado para realizacdo do experimento em casa de vegetacao.
Apods este periodo foram instalados os experimentos.

Para o bioprotetor e biofertilizante misto foram adicionadas as quantidades
conforme descritas no item anterior. Para os vasos com fertilizante mineral soluvel foi
preparada uma mistura de superfosfato simples (60% de P,0s), sulfato de potéassio (50%
de K;0) e sulfato de aménio (20% N), calculada conforme a dose recomendada para a
cultura do feijdo-caupi no estado de Pernambuco (IPA, 2008). No tratamento controle
foram adicionados 30g de humus de minhoca por vaso (correspondente a 30 t/ha). Os

tratamentos foram adicionados na superficie do solo antes da semeadura.

2.5 Obtencéo e preparo das sementes

Sementes da cultivar de feijao-caupi Miranda IPA 207 foram cedidas pelo
Programa de Melhoramento de Feijdo do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA)
para a instalacdo dos bioensaios. Depois de selecionadas, as sementes foram
desinfectadas por meio da exposicdo a alcool etilico (95%) durante um minuto e
submetidas a imersdo com hipoclorito de sédio (2%) durante cinco minutos; em seguida
houve 10 lavagens sucessivas com &gua destilada. Posteriormente foi feita a semeadura
de sete sementes por vaso, mantendo-se apds o desbaste cinco plantas/vaso.

Durante a conducdo do experimento em casa de vegetacdo, a umidade foi suprida
com adicdo diaria de &gua destilada para manter a umidade em torno de 80% da
retencdo maxima. A temperatura oscilou entre 20 e 37° C e a umidade relativa foi 60-

80%. Aos sete dias apds a germinacao, a quitosana foi pulverizada nas folhas do feijao.

2.6 Obtencéo e preparo do gel de quitosana

Para aplicacdo da quitosana foi preparado gel do biopolimero para posterior
pulverizagdo nas folhas do caupi. A quitosana foi dissolvida em acido acético (1%) e
mantida sob agitacdo durante 24 horas, com pH ajustado para 6,5 (NaOH 1%), obtendo-
se as concentracdes finais de 2,0, 4,0 e 6,0 (mg/mL), conforme metodologia descrita por
Di Piero e Garda (2008).
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2.7 Pulverizagdo da quitosana

A pulverizagdo com quitosana foi realizada sete dias apds a germinagéo,
utilizando vidros de spray nas folhas primarias, sendo a quantidade determinada de 4

mL/planta. Nove dias apds a germinacéo foi realizada a inoculagdo com S. rolfsii.

2.8 Obtencao e inoculagdo do patogeno

O isolado de S. rolfsii foi repicado para placas de Petri e mantidas por 15 dias em
camara BOD a 28° C, com fotoperiodo de 12 horas. A inoculacdo foi realizada
conforme metodologia descrita por Dantas et al. (2002), com modificagdes, utilizando-
se um disco de micélio. A inoculacdo foi procedida ferindo-se levemente o colo de cada
planta com estilete flambado em apenas um local e depositando-se apenas um disco de
micélio com esclerdcios sobre o ferimento. Todas as plantas inoculadas foram mantidas

em camara Umida por 48 horas.

2.9 Matéria seca da parte aérea

Aos 50 dias ap6s a germinacdo foi determinada a matéria seca da parte aérea
(MSPA); o material vegetal foi acondicionado em sacos de papel identificados e
posteriormente secado em estufa de circulacdo de ar forcada a 65° C durante 72 horas.

Ap0s a secagem, realizou-se a pesagem do material em balanca de precisdo.

2.10 Analises quimicas na planta

Apds a obtencdo da MSPA, o material foi moido para posterior analise de N, P e
K de acordo com as recomendacdes da EMBRAPA (2009). O P e o K foram analisados
por digestdo nitropercldrica, sendo o P pelo método colorimétrico (molibdato de aménio
e acido ascorbico) e o K por fotometria de chama. A analise de N total da parte aérea foi

realizada pelo método de Kjeldhal (semi-micro) de acordo com Tedesco et al. (1995).
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2.11  Analises quimicas do solo

As andlises de solo foram realizadas no Laboratorio de Quimica do Solo da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). As amostras do solo foram secas
ao ar e passadas em peneiras (2 mm), obtendo-se a terra fina seca (TFSA) utilizadas nas
determinacbes quimicas. As analises do solo foram realizadas de acordo com a
metodologia da EMBRAPA (2009), sendo o pH determinado em agua por
potenciometria, utilizando o pHmetro (modelo mPA-210); o P e o K disponiveis foram
extraidos com solucdo extratora (Mehlich 1), sendo o K determinado por fotometria de
chama e o P por colorimetria. O Ca e o Mg trocaveis foram extraidos com solugdo
extratora (KCI) e determinados por espectrofotometria de absor¢do atdmica. O N total

do solo também foi determinado de acordo com Tedesco et al. (1995).

2.12 Andlises Estatisticas

Os dados obtidos foram analisados pelo programa estatistico Sisvar versao 5.3,
sendo realizada a ANOVA e a comparacdo de médias pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Matéria seca da parte aérea

A utilizacdo de solo ndo autoclavado proporcionou maiores valores (P<0,05%) de
matéria seca da parte aérea em relacdo a utilizacdo de solo autoclavado (Figura 2).
Provavelmente a exposicdo do solo a altas temperaturas pode alterar a composi¢ao
quimica do solo. De acordo com Pereira (2013), solos com diferentes propriedades
quimicas irdo se comportar de modo diferente sob 0 mesmo sistema de manejo, o que
pode interferir na producgéo das culturas.

Por outro lado, a esterilizagdo do solo pode matar toda forma de vida presente no
material, incluindo os micro-organismos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005). De
acordo com Souza et al. (2006), a maioria das especies vegetais superiores possuem
associacao entre raizes e determinados fungos do solo, denominado micorriza. Segundo
Siqueira e Franco (1988) a colonizacdo das raizes das plantas pelos fungos resulta em
micélio abundante na rizosfera, o que ajuda a planta a absorver nutrientes do solo e do
hamus. Além disso, alguns fungos desempenham papel crucial na nutricdo mineral de
plantas vasculares (SOUZA et al., 2006).

Tais resultados assemelham-se aos encontrados no trabalho de Gross, Cordeiro e
Caetano (2004), os quais, avaliando a nodulacdo e micorrizacdo em Anadenanthera
peregrina var. falcata em solo de cerrado autoclavado e ndo autoclavado, observaram
separadamente a producdo de massa seca na raiz e na parte aérea, onde as plantas do
solo ndo autoclavado apresentaram os maiores valores ao longo dos 10 meses em que se
realizaram 0s experimentos. Estes autores atribuem este resultado a um provavel efeito
sinérgico dos microssimbiontes nessas plantas.

Ainda acerca dos melhores resultados obtidos com o uso do solo n&o autoclavado,
é importante salientar que a microbiota do solo controla a disponibilidade de nutrientes
levados as plantas atraves da decomposicdo da matéria organica e ciclagem de
elementos, atuando, portanto, como fonte e dreno de nutrientes, além de participar dos
ciclos biogeoquimicos dos elementos, incluindo a fixacdo biologica do Ny,
proporcionando assim maior desenvolvimento da comunidade vegetal nestes ambientes
(SIQUEIRA; MOREIRA, 2002).

Para o solo autoclavado, uma maior quantidade de matéria seca da parte aérea do

feijdo foi obtida com os tratamentos que utilizaram o himus de minhoca, independente
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do complemento que foi acrescentado. Ja para o solo ndo autoclavado, além dos
tratamentos contendo humus de minhoca, os tratamentos BM + P e FNPK + P também
apresentaram mais matéria seca em relacdo aos demais tratamentos. Ainda para o solo
ndo autoclavado, a utilizacdo de biofertilizantes e a adicdo da quitosana ao humus de
minhoca nas diferentes concentracGes produziram uma maior (P<0,05%) quantidade de
matéria seca em relacdo aos tratamentos testemunhas SP + P e SP (Figura 2).

Sheikha e Al-Malki (2011) indicam que a aplicacdo de diferentes concentragdes
de quitosana no feijdo aumentou o comprimento da parte aérea e da raiz, o peso fresco e
seco dos brotos, a area radicular e foliar e o nivel de clorofila nas folhas dessa planta.
Doares et al. (1995) sugerem que a atuacdo da quitosana no crescimento da planta
ocorra mediante a ativacdo transcricional que ela induz através das vias envolvendo o
acido jasmonico.

Em ambos os solos utilizados, verifica-se que os tratamentos contendo o hamus
podem substituir o fertilizante tradicional utilizado, sendo considerado igual no caso do
solo ndo autoclavado. Possivelmente se alcangou este resultado em virtude da presenca
de micro-organismos que existem no humus, o que levaria a uma reposic¢do dos fungos
que foram mortos durante o processo de autoclavagem, os quais podem contribuir no
processo de absorcéo de nutrientes do solo pela planta.

Em sistema de producgdo, a utilizacdo de himus de minhoca apresenta-se como
uma pratica potencial para otimizacdo da cadeia de producdo de feijao, pois os adubos
organicos sdo produzidos com materiais facilmente encontrados em propriedades rurais
(PEREIRA et al., 2013). A producdo de himus de minhoca é fécil e barata, podendo ser
feita pelo proprio produtor sem exigir grande méo de obra. Cavalcante et al. (2009)
afirmam que a utilizacdo de hiumus de minhoca e biofertilizantes beneficia o feijoeiro
vigna quando incorporados ao solo, registrando-se aumento em sua produtividade.

O aumento da matéria seca da planta ocorreu provavelmente devido a adigdo de
matéria organica no solo, que resulta em muitos efeitos benéficos, tais como melhoria
nas propriedades bioldgicas, fisicas e quimicas do solo, aumentando dessa forma o
fornecimento de nutrientes as plantas (SANTANA et al., 2012).
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Figure 2 Matéria seca da parte aérea do feijao-caupi (g/vaso) coletada 50 dias ap6s a germinacéo no solo
ndo autoclavadoe autoclavado. Médias seguidas por letras maitsculas iguais, para solo ndo autoclavado e
minusculas iguais para solo autoclavado, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05). FNPK:
fertilizante convencional; PNPK: Protetor; P: patégeno; HM: himus de minhoca; Q: quitosana; BM:

biofertilizante; CV: coeficiente de variagao.

3.2 Analises quimicas das plantas

Em relacdo a presenca do nitrogénio acumulado na parte aérea do feijdo,
foiobservada uma tendéncia de maiores quantidades no solo ndo autoclavado em relacéo
ao solo autoclavado (Tabela 2). Este resultado provavelmente ocorreu em virtude da
esterilizagéo do solo, a qual extermina todos os micro-organismos do mesmo, incluindo
as bactérias fixadoras de nitrogénio, cuja auséncia diminui o potencial de absorcdo

desse nutriente presente no solo realizado pela planta.
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Tabela 2: Nitrogénio N (mg kg™), fésforo P (mg kg?) e potassio K (mg kg™)
acumulados na parte aérea de plantas do feijdo-caupi, coletada 50 dias apos a
germinacdo no solo ndo autoclavado e solo autoclavado.

Tratamentos Solo nédo autoclavado Solo autoclavado
N P K N P K

FNPK + P 217a 9,3b 545b 167a 9,2a 60,5a
PNPK 50% + P 170b 6,8b 435b  104b 5,3b 30,3b
PNPK 100% + P 180b 6,9b 49,8b  100b 7,3b 40,8b
PNPK 150% + P 218a 8,5b 49,3b 143a 9,3a 46,1b
HM+ P 248a 1l46a 63,6a 166a 10,0a 71,2a
HM + Q 2mg/mL + P 255a 13,4a 74,0a 1652 13,8a 72,1a
HM + Q 4mg/mL + P 259a 159a 83,82 162a 12,1a 66,2a
HM + Q 6mg/mL + P 264a 1452 63,7a 142a 9,9a 58,9a
BM+P 248a 139a 79,0a 149a 9,9a 60,6a
testemunha 1 45d 14c 14,2d 54c 2,3c  22,2c
testemunha 2 80c 2,1c  21,1c 57c 3,0c 24,2c

CV (%) 5,24 11,43 9,95 16,68 11,66 12,80

Médias seguidas por letras iguais nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
FNPK: fertilizante convencional; PNPK: Protetor; P: patdgeno; HM: himus de minhoca; Q: quitosana;
BM: biofertilizante; testemunha 1: solo sem patdgeno; testemunha 2: solo com patégeno; CV: coeficiente
de variagao.

Para todas as varidveis analisadas (N, P e K) em ambos os solos utilizados,
observou-se gque os tratamentos contendo humus de minhoca, independente da adi¢édo de
quitosana nas diferentes concentracfes e BNPK (150%) foram os que apresentaram
maiores quantidades desses nutrientes (P<0,05) acumulados na parte aérea do feijdo
(Tabela 2).

Os niveis de nitrogénio independentemente da condicdo do solo utilizado foram
superiores nos tratamentos PNPK 150%, BNPK e himus de minhoca acrescido das
diferentes concentragdes de quitosana e estes ndo diferiram do tratamento que utilizou o
fertilizante convencional FNPK. O P do solo autoclavado também apresentou estes
mesmos resultados.

Os tratamentos PNPK 50% e 100% tiveram quantidades de N, P e K inferiores
aos tratamentos acima citados, porém estes nutrientes acumulados foram maiores
quando comparados as testemunhas 1 e 2, demonstrando dessa forma que a quitosana e
0 bioprotetor nas doses 50%, 100% e 150% e o biofertilizante testados podem ser
utilizados a fim de proporcionar aumento no acimulo de N, P e K na parte aérea do
feijao-caupi.

A quitosana é amplamente utilizada em aplicacbes agricolas, principalmente
produzindo estimulos de defesa na planta (NAEEM; HASSAN; EL-SAYED, 2010). A
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utilizacdo de quitosana promoveu crescimento de raizes, brotos e folhas e proporcionou
aumento nos componentes de rendimento em vegetais incluindo o feijao-caupi (EL
TANAHY et al.,, 2012; FAROUK; AMANY, 2012). Nesta mesma espécie, El Tanahy et
al. (2012) observaram que os niveis de N, P e K foram aumentados nas sementes em
que se utilizou a quitosana.

De acordo com Guan et al. (2009), o efeito estimulante da quitosana no
crescimento das plantas pode ser atribuido a um aumento na disponibilidade e absorcao
de &gua e nutrientes essenciais mediante ajuste da pressdo osmatica celular e da reducéo
da acumulacdo de radicais livres nocivos pelo aumento de antioxidantes e atividades
enzimaticas. Corroborando com o pensamento do autor supracitado, Boonlertnirum,
Boonraung e Suvanasara (2008) relata que a quitosana aumenta a disponibilidade de
nutrientes porque serve como fonte de carbono para os micro-organismos do solo,
ajudando a acelerar o processo de mineralizacdo da matéria organica, liberando, dessa
forma, os nutrientes que sdo facilmente absorvidos pelas plantas.

Outros trabalhos relatam o aumento de N, P e K apds a utilizagdo do biopolimero
quitosana, a exemplo de estudos realizados por EI-Miniawy et al. (2013) com a
aplicacdo de quitosana na cultura do morango, onde observaram aumento no teor de
nitrogénio das folhas. Estes mesmos autores verificaram para o fésforo e o potassio que
a pulverizagdo de quitosana aumentou 0s teores percentuais nos tecidos foliares em
comparagao com o controle.

Verificou-se no presente estudo que o resultado proveniente do himus de
minhoca deve-se a quantidade utilizada (30g/vaso), sendo a mais indicada para obter
maior acimulo de N, P e K na parte aérea de feijao-caupi. De acordo com Pereira et al.
(2009), a adubacdo organica pode proporcionar boas condigdes fisicas, quimicas e
bioldgicas para a planta, o que afetara seu desempenho.

Os niveis de pH podem ter influenciado a obtengdo destes resultados, para 0s
quais, de acordo com a tabela 3, os tratamentos que apresentaram maiores valores de N,
P e K foram 0s mesmos que apresentaram o pH mais alto, ou seja, mais préximo do pH
neutro. De acordo com Malavolta (1979), a disponibilidade dos nutrientes sofrem
influéncia do pH do solo. O nitrogénio (N) é mais bem aproveitado pela planta em solo
com pH acima de 5,5, enquanto a disponibilidade maxima verifica-se na faixa de pH do
solo entre 6 e 6,5 para depois diminuir; o fosforo tem melhor disponibilidade para as
plantas com pH 6 a 6,5, enquanto o potassio é melhor aproveitado em solo com pH

maior que 5,5.
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3.3 Anélise quimicas no solo

3.3.1 Anadlise de pH

Os valores de pH do solo autoclavado e ndo autoclavados foram semelhantes
(Tabela 3), demonstrando dessa forma que a elevacdo da temperatura ndo afetou o pH
do solo.

Conforme as andlises dos nutrientes, os maiores valores de pH foram obtidos para
os tratamentos que utilizaram humus de minhoca independente do complemento de
quitosana e o tratamento BNPK em ambos os solos (Tabela 3). Por outro lado, a
utilizacdo do tratamento contendo PNPK 150% foi o que apresentou niveis de pH mais
baixos. O pH pode influenciar na absorcdo de nutrientes pelo feijdo-caupi, para o qual o
pH acima de 5,5 é considerado adequado para seu cultivo (FREIRE FILHO; LIMA;
RIBEIRO, 2005), indicando que os tratamentos utilizados, exceto PNPK 150%, podem
ser considerados dentro da faixa ideal para a cultura.

Stamford et al. (2004; 2006; 2009) mostraram reducdo no pH do solo ap6s a
aplicacdo de biofertilizante de rochas fosfatadas e potéssicas com enxofre inoculado
com Acidithiobacillus no solo devido a producdo de H,SO, por esta bactéria. O efeito
do biofertilizante misto e do himus de minhoca no solo pode ser explicado pela maior
quantidade de matéria organica em sua composi¢cdo em relacdo a quantidade de
biofertilizante de rochas fosfatada e potassica.

O tratamento que utilizou o fertilizante convencional (FNPK) apresentou o pH
mais baixo em relacdo aos tratamentos em que foram acrescentados quitosana nas
diferentes concentragdes, sugerindo que estes tratamentos podem contribuir para o

aumento do pH do solo.
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Tabela 3: pH (1,0:2,5) no solo apds 50 dias de cultivo do feijao-caupi no solo ndo
autoclavado e solo autoclavado

Tratamentos x PH (H:0)
Solo nédo autoclavado Solo autoclavado
FNPK + P 580c 580c
PNPK 50% + P 597c 5,60 c
PNPK 100% + P 577c 550c
PNPK 150% + P 5,53d 5,33d
HM+ P 6,37 a 6,43 a
HM + Q 2mg/mL + P 6,53 a 6,47 a
HM + Q 4mg/mL + P 6,63 a 6,43 a
HM + Q 6mg/mL + P 6,47 a 6,47 a
BM+P 6,40 a 6,43 a
testemunha 1 6,17 b 6,18 b
testemunha 2 6,10 b 6,27b
CV (%) 2,01 1,37

Médias seguidas por letras iguais nas colunas ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott (P<0,05).
FNPK: fertilizante convencional; PNPK: Protetor; P: patdgeno; HM: himus de minhoca; Q: quitosana;
BM: biofertilizante; testemunha 1: solo sem patdgeno; testemunha 2: solo com patdgeno; CV: coeficiente
de variacéo.

Os tratamentos contendo PNPK 50%, 100% e 150% foram os que apresentaram
pH mais baixos. De acordo El Tarabily et al. (2006), os biofertilizantes produzidos com
rochas P e K em que sdo inoculadas bactérias oxidantes de enxofre que produzem acido
sulfurico, contribuem para reduzir o pH do solo. Portanto, é necessario utilizar matéria
organica com alto pH para controlar os efeitos acidos dos biofertilizantes de rochas
(LIMA et al., 2010).

A queda do pH causada pelo fertilizante mineral solivel, mais especificamente o
sulfato de amonio aplicado como fonte de nitrogénio, também foi observado por Berger
et al. (2013), estes autores observaram baixos valores de pH (aproximadamente 5,0) em
resposta a utilizacdo de fertilizantes minerais no cultivo do caupi. Os mesmos relatam
que este efeito provavelmente ocorreu devido a adicdo de sulfato de amonio (fertilizante
mineral N), que pode aumentar a acidez do solo.

O pH é um indice que indica o grau de acidez do solo, 0 mesmo é de extrema
importancia porque determina a disponibilidade dos nutrientes contidos no solo ou a ele
adicionados, além de ser também responsdvel por determinar a assimilagdo dos
nutrientes pelas plantas. As caracteristicas organicas sdo de inestimavel valor, uma vez

que melhoram principalmente os atributos fisico-quimicos e bioldgicos, possibilitando
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assim um desempenho muito melhor dos fertilizantes minerais (ALCARDE;
GUIDOLIN; LOPES, 1998).

A utilizacdo de himus de minhoca, independente do complemento, aumentou 0s
niveis de pH neste experimento. De acordo com Guarconi e Mendonca (2003) a matéria
organica pode elevar o pH do solo através da elevada adsorcdo de compostos organicos
por troca de ligantes, devido a liberagcdo de grupamentos OH™ para a solucdo do solo; a

matéria organica pode formar complexos com Al**, diminuindo a acidez trocavel.

3.3.2 Solo autoclavado

Na analise quimica do solo autoclavado observou-se novamente que a utilizacao
do humus de minhoca acrescido das diferentes concentracdes de quitosana e o
tratamento BNPK, apresentaram maiores (P<0,05) niveis de N no solo e estes diferiram
do tratamento que utilizou o fertilizante convencional e das testemunhas 1 e 2 (Tabela
4), demonstrando dessa forma que podem ser utilizados como alternativos em
substituicdo ao fertilizante convencional.

O efeito da quitosana sobre os niveis de N, possivelmente deve-se ao fato de a
quitosana conter nitrogénio na unidade béasica de sua formula (BECKER; SCHLAAK;
STRASDEIT, 2000); de acordo com estes mesmos autores, quando o nitrogénio contido
na quitosana é dissolvido, ela penetra gradualmente e permanece no solo por um longo
tempo, podendo melhorar o transporte de nitrogénio em plantas.

O nitrogénio é o nutriente responsavel pelo crescimento das plantas e também
pela producdo de novas células e tecidos, além disso, promove o desenvolvimento de
Orgdos de armazenamento como raizes, tronco e ramos, elevando a capacidade de
armazenamento de carboidratos (BELL; HENSCHLE, 2005).

Para todas as variaveis analisadas (N, P, Ca, Mg e K), os tratamentos contendo
PNPK 100% e 150%, BNPK 150% e humus de minhoca nas diferentes concentracfes
de quitosana apresentaram resultados melhores ou semelhantes (P<0,05) em relacdo ao
tratamento controle que utilizou fertilizante convencional (Tabela 4), sugerindo que a
utilizacdo destes componentes podem ser utilizados no cultivo do feijao-caupi em
substituicdo ao uso de FNPK.

O biofertilizante é um produto rico em nutrientes como P, K, Ca e Mg, mas nédo
possui nitrogénio em sua composi¢do (SANTOS et al., 2008). A mistura de fertilizantes

de rochas com material organico proporciona aumento no pH do substrato, bem como
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realiza a adicdo de nitrogénio para as plantas. Utilizando biofertilizante misto, obtém-se
um produto com pH adequado e quando realizada a inoculagdo com bactérias
diazotréficas de vida livre ocorre o enriquecimento em N (LIMA et al., 2010), e este
processo eleva a fertilidade do solo.

Em relacdo a utilizacdo do humus de minhoca + as diferentes concentracdes de
quitosana, ndo foram observadas diferencas (P>0,05) entre as concentragOes utilizadas
para todos os nutrientes analisados. Este resultado provavelmente ocorreu devido ao
meio de aplicacdo da quitosana ser via foliar, ndo entrando em contato com o solo.

Os melhores resultados obtidos com a utilizacdo do himus podem ter ocorrido em
funcdo da grande quantidade desta matéria organica por vaso (30 g de hdmus de
minhoca por vaso). Para o bioprotetor foram aplicados 4 g por vaso, 8 g por vaso e 12 g
por vaso respectivamente para 50%, 100% e 150%; para o biofertilizante usou-se 12 g
por vaso para o tratamento com a dose 150%.

Para o P os tratamentos que utilizaram PNPK 50%, 100%, 150%, humus de
minhoca acrescido das diferentes concentra¢fes de quitosana e apresentaram maiores
niveis desse nutriente em relacdo aos grupos controles: FNPK (fertilizante
convencional) e testemunhas 1 e 2, sugerindo, assim como para 0 N, que 0s
biofertilizantes e bioprotetores podem atuar no aumento dos niveis dessa variavel
(Tabela 4). Dentre os tratamentos testados para verificar os niveis de P, a utilizacdo de
PNPK 100% e 150% foram os que apresentaram maiores niveis para essa variavel.

De acordo com Xu, Wof e Kafkafi (2002), a disponibilidade do nitrogénio e do
potassio e a adequada proporcdo entre eles no solo sdo fatores importantes nos
processos de crescimento e desenvolvimento das plantas, tendo em vista que estes dois
nutrientes atuam conjuntamente e o metabolismo de nitrogénio nas plantas requer
adequadas quantidades de potassio no citoplasma, sendo importante para a producéo de
aminoacidos e produtividade das culturas.

Além disso, verificou-se que o potéassio estd envolvido na fase final do
metabolismo do nitrogénio (MARSCHNER, 1995). Entretanto, em contraste com este
autor, alguns trabalhos relataram que o potassio esta envolvido no inicio dos processos
metabdlicos do nitrogénio, como incorporacdo do nitrogénio mineral e especialmente na
redutase do nitrato (RUAN; WU; HARDTER, 1999).

Resultados descritos por Stamford et al. (2008) demonstram o efeito positivo e

significante dos biofertilizantes de rochas com P e K inoculados com Acidithiobacillus;
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neste trabalho foram observados resultados mais efetivos do que os obtidos com a
aplicacdo de fertilizante soltvel (FNPK). Também foram obtidos resultados similares
quando utilizado o biofertilizante misto (BNPK) comparado ao fertilizante solGvel
convencional, especialmente com relacdo ao P disponivel no solo. Os autores também
verificaram que o P disponivel no solo apos a colheita foi significativo de acordo com o

aumento das doses do biofertilizante aplicado.

Tabela 4: Nitrogénio total no solo (mg/g), fésforo disponivel (mg/dm?), calcio,
magnésio e potassio trocaveis), apos 50 dias de cultivo do caupi no experimento com
solo autoclavado.

Tratamentos N P Ca Mg K
g kg™ mg dm™ cmol, dm

FNPK + P 1,23b 35d 3,62c 0,83¢c 0,12a
PNPK 50% + P 1,17b 55¢ 3,40c 0,70c 0,07b
PNPK 100% + P 1,30b 182 a 4,53 b 0,77¢ 0,10a
PNPK 150% + P 1,33b 205 a 5,07a 0,77c 011a
HM + P 1,47 a 63 c 4,28 b 1,03b 0,12a
HM + Q 2mg/mL + P 153a 76 ¢ 4,27 b 097b 0,13a
HM + Q 4mg/mL + P 1,50 a 76 ¢ 4,17b 1,07b 0,12a
HM + Q émg/mL + P 1,47 a 64 c 397b 1,02b 0,12a
BM +P 1,50a 148 b 4,43 b 123a 0,15a
testemunha 1 0,63¢c 12d 3,10c 0,60d 0,04c
testemunha 2 0,72 ¢ 11d 3,28 ¢ 0,93b 0,08b

CV (%) 5,59 17,38 7,65 11,16 14,51

Médias seguidas por letras iguais nas colunas ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott (P<0,05).
FNPK: fertilizante convencional; PNPK: Protetor; P: patdgeno; HM: himus de minhoca; Q: quitosana;
BM: biofertilizante; testemunha 1: solo sem patdgeno; testemunha 2: solo com patdgeno; CV: coeficiente

de variago.

Para 0 Ca, o emprego de PNPK 150% foi o que apresentou maior nivel desse
nutriente. Os tratamentos que utilizaram o humus de minhoca adicionado de diferentes
concentracdes de quitosana, PNPK 100% e 150% e BNPK 150% apresentaram
melhores niveis de Ca em relacdo aos grupos controle (FNPK e testemunhas 1 e 2),
podendo dessa forma ser empregados para proporcionar aumento de Ca disponivel no
solo. Em relacéo a utilizagdo de PNPK, parece haver uma relacdo dos niveis de Ca e a
porcentagem utilizada, ou seja, quanto maior a quantidade, maior os niveis de Ca
presente no solo. Esta relacdo pode ser justificada devido a rocha fosfatada possuir alto
nivel de calcio, o qual deve ter sido disponibilizado pela bactéria Acidithiobacillus,

durante a fase de producéo do biofertilizante misto e do bioprotetor.
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Ja os niveis de Mg foram maiores no tratamento BNPK, diferindo dos demais
tratamentos. Os tratamentos que utilizaram humus de minhoca independente das
diferentes concentracGes de quitosana, apresentaram maiores niveis de Mg em relagédo
a utilizacéo dos tratamentos controles: fertilizante convencional (FNPK) e testemunha
2.

O célcio (Ca) juntamente com o magnésio (Mg) e o enxofre (S) sdo
macronutrientes secundarios importantes para as plantas. O calcio promove a reducao
da acidez do solo, melhora o crescimento das raizes, aumenta a atividade microbiana e
a disponibilidade de molibdénio (Mo) e outros nutrientes. Plantas que apresentam altos
teores de célcio resistem melhor a toxidez do aluminio (Al), cobre (Cu) e manganés
(Mn) (GISMONTI, 2009).

Quando se avaliou a presenca de K, observou-se que todos os tratamentos
utilizados, exceto o0 PNPK 50%, apresentaram maiores niveis deste nutriente em relacao
as testemunhas 1 e 2 e foram semelhantes ao tratamento que utilizou o fertilizante
convencional, sugerindo assim que para esta variavel, os tratamentos utilizados também

podem ser substitutos alternativos do fertilizante convencional.

3.3.3 Solo ndo autoclavado

No uso do solo ndo autoclavado para os tratamentos que utilizaram a quitosana,
ndo se observou diferenca (P>0,05) entre as concentraces testadas para todos o0s
nutrientes analisados no solo do cultivo do feijao (Tabela 5). A utilizagdo do bioprotetor

PNPK 150% se mostrou eficiente em aumentar os niveis de N, P, Ca e Mg.

71



Tabela 5: Nitrogénio total no solo (mg/g), fosforo disponivel (mg/dms?), calcio,
magnésio e potassio trocaveis), apos 50 dias de cultivo do caupi no experimento com
solo ndo autoclavado

Tratamentos N P Ca Mg K
g kg™ mg dm cmol, dm™

FNPK + P 1,20 b 9b 2,83b 0,63a 0,07 b
PNPK 50% + P 1,20 b 31b 3,17 b 0,65a 0,07b
PNPK 100% + P 1,17 b 70 a 3,97 a 0,70a 0,09b
PNPK 150% + P 1,40 a 96 a 4,12 a 0,65a 0,07b
HM+ P 1,57 a 31b 3,60b 0,78 a 0,08 b
HM + Q 2mg/mL + P 1,33 a 39b 4,32a 0,73 a 0,11a
HM + Q 4mg/mL + P 1,53 a 31lb 425a 0,75a 0,11a
HM + Q 6mg/mL + P 1,40a 26 b 3,88a 0,70 a 0,10 a
BM+P 1,37 a 68 a 3,87a 0,80a 0,09b
testemunha 1 0,71c¢c 8b 3,47b 0,50b 0,68b
testemunha 2 0,72¢c 6b 3,52b 0,77 a 0,09b

CV (%) 9,99 23,55 12,00 25,25 14,93

Médias seguidas por letras iguais nas colunas ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott (P<0,05).
FNPK: fertilizante convencional; PNPK: Protetor; P: patdgeno; HM: himus de minhoca; Q: quitosana;
BM: biofertilizante; testemunha 1: solo sem patdgeno; testemunha 2: solo com patdgeno; CV: coeficiente

de variagao.

Na andlise do nitrogénio, observou-se que os tratamentos que utilizaram o himus
de minhoca acrescidos das diferentes concentracfes de quitosana, PNPK 150% e BNPK
apresentaram maiores (P<0,05) niveis desse nutriente, e estes foram superiores aos
apresentados pelos tratamentos controle FNPK e testemunha 1 (Tabela 5),
demonstrando que estes tratamentos podem ser utilizados em substituicdo ao fertilizante
convencional quando se deseja maiores niveis de nitrogénio disponivel no solo, além do
custo reduzido que eles apresentam.

Ainda na analise do nitrogénio, verificou-se aumento deste elemento quando se
utilizou o tratamento contendo PNPK na proporcéo de 150% da dose recomendada, a
qual mostrou-se superior (P<0,05) as doses de 50% e 100%.

Na anélise do fosforo, os maiores niveis desse nutriente foram estatisticamente
maiores nos tratamentos PNPK 100% e 150% e BNPK em relagdo a utilizacdo do
PNPK 50%, hdamus independente da adicdo de quitosana e das testemunhas 1 e 2 e
FNPK. Em contrapartida, verificou-se que os niveis de P séo bastante inferiores aos
demais nutrientes. De acordo com Freire Filho, Lima e Ribeiro (2005) este

macronutriente é extraido em quantidades bem menores dos que os demais em feijdo-
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caupi, porem as plantas do Nordeste necessitam de altas quantidades disponiveis no
solo.

Em relacdo a utilizagdo de PNPK, ha uma correlagéo entre a dose utilizada e os
niveis de P; estes resultados estdo de acordo com os dados obtidos por Lima et al.
(2007) em seus estudos realizados com alface em Argissolo do Cariri cearense, onde
encontraram correlacdo positiva entre as doses de biofertilizante e o P disponivel no
solo.

Resultados obtidos por Stamford et al. (2008) em atributos do solo com cana de
acucar e por Oliveira et al. (2016) em campo com solo da regido semiarida de
Pernambuco, permitiram concluir que os biofertilizantes de rochas com P e K
inoculados em mistura com hdmus de minhoca podem ser utilizados como alternativa
para substituicdo de fertilizantes solveis com NPK.

Stamford et al. (2016) demonstraram a efetividade da aplicacdo de torta de usina,
especialmente no aumento de P disponivel do solo. Estes resultados estdo de acordo
com os obtidos por Santos et al. (2010) e Stamford et al. (2016), os quais estudaram a
influéncia da torta de filtro na produtividade da cana de aglUcar e no incremento da
fertilidade do solo, especialmente em relacdo ao P e K disponivel.

No presente trabalho verificou-se efeito significativo do biofertilizante nas doses
100% e 150% e do BNPK (150%) para o célcio, tendo em vista que a rocha fosfatada
possui alto nivel desse nutriente, o qual deve ter sido disponibilizado pela bactéria
Acidithiobacillus, durante a fase de producdo do biofertilizante misto e do bioprotetor.
Além destes tratamentos, também observou-se que a utilizacdo da quitosana nas
diferentes concentragdes proporcionou bons resultados para este nutriente.

Com relacdo ao magnésio, somente constatou-se diferenca entre os tratamentos
em relacdo a testemunha 1, efeito este que pode ter ocorrido em fungdo de a rocha
potassica utilizada na produgdo do biofertilizante (Rocha Relinktum) ndo possuir
magnésio em sua constituicao.

Stamford et al. (2014), em trabalho com uvas no Vale do Sdo Francisco (em
Latossolo Vermelho Amarelo) verificam que o contetido de Ca®* mostrou influéncia
significativa quando aplicado PNPK na maior dose recomendada (150%), seguido por
PNPK aplicado na dose de 100%. Os autores também verificaram efeito positivo na
disponibilidade de Mg*? ao aplicar BNPK acrescido da biomassa do fungo C. elegans.

Com relagdo ao efeito da adicdo de quitosana de crustaceo, foi observado efeito

pronunciado no célcio e potassio no solo apds o cultivo do caupi, tendo em vista que 0s
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tratamentos que utilizaram somente himus de minhoca diferiram dos tratamentos onde
houve adigéo da quitosana.

Neste trabalho foi verificado um efeito favordvel na utilizacdo de biofertilizante
misto para as varidveis N, P, Ca e Mg. Em pesquisa conduzida em casa de vegetacao
com aplicacéo de biofertilizante misto em solo de tabuleiro costeiro da Zona da Mata de
Pernambuco, Stamford et al. (2006) demonstraram os efeitos positivos no P e K
disponivel no solo, ap6s o cultivo da cana de agUcar por oito meses consecutivos,
especialmente quando aplicado em doses mais elevadas. EI Tarabily et al. (2006)
descreveram os efeitos de bactérias oxidantes do enxofre na solubilizagdo do P
disponivel no solo calcario nos Emirados Arabes, promovendo grande aumento na

fertilidade do solo.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se sugerir que: o
bioprotetor, biofertilizante misto e humus de minhoca acrescido das diferentes
concentragdes de quitosana podem ser utilizados como uma alternativa viavel em
substituicdo aos fertilizantes solGveis convencionais com NPK. Quanto ao uso de
PNPK, recomenda-se a utilizacdo de 150% da dose recomendada, a qual neste trabalho
apresentou melhores resultados em relacdo as demais. No que diz respeito aos
tratamentos com quitosana, recomenda-se a utilizacdo de 2mg/mL, pois ndo houve

diferenga entre as concentragdes testadas.
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