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RESUMO

Os sistemas agricolas estdo em constante evolugdo e sob ataque de pragas e doencas que
resultam na perda da produtividade. A busca por métodos inovadores e alternativos ao controle
quimico ¢ uma realidade cada vez mais crescente. Aplicavel as taticas de manejo integrado de
pragas, o uso de bioestimulantes de plantas ¢ empregado a fim de melhorar as caracteristicas
agrondmicas e induzir a resisténcia e tolerancia, tornando-as menos suscetiveis a estresse
bioticos e abidticos. Neste contexto, o presente trabalho investigou os efeitos da aplicagdo de
rizobactérias promotoras de crescimento de planta (RPCP) e 4cido humico (AH), isoladas e em
conjunto, na inducdo de resisténcia contra as principais pragas do feijoeiro, a lagarta-falsa-
medideira Chrysodeixis includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidaec) e a mosca-branca
Bemisia tabaci Middle East-Asia Minor 1 (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae), um
herbivoro desfolhador e outro sugador de seiva. Sementes de feijdo comum cv. Pérola do tipo
carioca foram inoculadas com Rhizobium tropici CIAT899 e o 4cido humico foi aplicado no
solo por meio de “drench”. Para investigar os efeitos dos bioestimulantes das plantas tratadas
com RPCP, AH e RPCP+AH sobre as duas pragas, ensaios com e sem chance de escolha foram
realizados para avaliar o comportamento e biologia das duas pragas. Em ensaio com chance de
escolha, houve maior nimero de visitas por adultos e de ovos de mosca-branca nas plantas
tratadas com RPCP e RPCP+AH em relagdo as plantas controle (sem aplicacdo de
bioestimulantes). No entanto, em teste sem chance de escolha, a viabilidade dos ovos de mosca-
branca foi reduzida em 37% nas plantas tratadas com AH e a populagdo total de ninfas foi
reduzida entre 2.4, 1,7 e 1,6 vezes nos tratamentos AH, RPCP+AH e RPCP, respectivamente.
Larvas de C. includens recém-eclodidas ndo discriminaram entre os tratamentos em teste com
chance escolha. J4 no ensaio sem chance de escolha, apesar do ganho de peso larval ter sido
similar nos diferentes tratamentos, as larvas consumiram menores quantidades de plantas
tratadas com RPCP e AH+RPCP em comparacdo com plantas controle. Esses resultados
sugerem que o tratamento com AH ou RPCP melhoraram a resisténcia das plantas de feijao,
principalmente contra B. tabaci. Além disso, a aplicagdo de RPCP promoveu um aumento na
biomassa da parte aérea. No entanto, a biomassa radicular e o teor de clorofila A ¢ B foram
similares ao encontrado em plantas controle. Além de ser uma potencial ferramenta para ser
incrementada ao manejo integrado de pragas no sistema de produgdo agricola, o uso de
bioestimulantes isolados, podem resultar na redu¢do do uso de defensivos, adubacdo e,
consequentemente, na reducao do custo de produgdo. Ademais, ajudam a preservar a microbiota
do solo, deixando o ecossistema do solo menos desequilibrado e também podem ser aplicados
em cultivos convencionais € organicos.

Palavra-chave: Bioestimulantes. Rizobactérias. Acido Humico. Indugdo de resisténcia.



ABSTRACT

Agricultural systems are constantly evolving and under attack from pests and diseases that
result in lost productivity. The search for innovative and alternative methods to chemical control
is increasingly relevant. Applicable to integrated pest management tactics, plant biostimulants
are used in order to improve agronomic characteristics and induce resistance and tolerance to
pests in plants, making them less susceptible to biotic and abiotic stress. In this context, the
present work investigated the effects of the application of plant growth promoting rhizobacteria
(RPCP) and humic acid (HA), isolated and together, in the induction of resistance against the
main pests of common bean, the false caterpillar (soybean looper) Chrysodeixis includens
(Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) and the whitefly Bemisia tabaci Middle East-Asia Minor 1
(Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae), respectively a defoliating and a sap-sucking insect.
Common bean seeds cv. Carioca type pearls were inoculated with Rhizobium tropici CTAT899
and humic acid was applied to the soil by drench. In order to investigate the behavior and
biology of the two pests in response to plants treated with RPCP, AH and RPCP + AH, a choice
and no-choice bioassays were performed. In the choice trail, there was a greater number of
visits by adults and of whitefly eggs in plants treated with RPCP and RPCP + HA compared to
control plants, without the application of biostimulants. However, in a no-choice trial, the
viability of whitefly eggs was reduced by 37% in plants treated with HA, and the total
population of nymphs was reduced 2.4, 1.7 and 1.6 times in the treatments AH, RPCP + AH
and RPCP, respectively. Newly hatched C. includens larvae did not discriminate the treatments
with the choice and no-choice trials. Although the larval weight gain was similar in the different
treatments, the larvae consumed smaller amounts of plants treated with RPCP and AH + RPCP
compared to control plants in the no-choice trial. These results suggest that treatment with AH
or RPCP improved the resistance of bean plants, mainly against B. fabaci. In addition, the
application of RPCP increased shoot biomass. However, root biomass and chlorophyll a and b
content were similar to those found in control plants. Besides being a potential tool to be added
to integrated pest management in the agricultural production system, the use of isolated
biostimulants may result in reduction of pesticide application, fertilization and, consequently,
a reduction in the cost of production, in addition to preserving soil microbiota leading to a more
balanced ecosystem, being applicable in conventional and organic crops.

Keywords: Biostimulants. Chrysodeixis includens. Bemisia tabaci. Biotic stress
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

As plantas estdo constantemente sob ameaga em campo, seja por estresses abidticos ou
pelo ataque de pragas e doencgas, que podem influenciar diretamente sua produtividade
(YOKOYAMA, 2002). A infestagdo por pragas pode resultar em uma série de danos a cultura,
que compreende desde a reducdo da area foliar da parte aérea pela herbivoria até a disseminagao
de fungos e virus, acarretando prejuizos irreversiveis a lavoura (SALGUERO, 1993).
Entretanto, para lidar com a herbivoria e minimizar os subsequentes impactos causados, as
plantas desenvolveram diversas adaptagdes que incluem mecanismos de defesas constitutivos
e induzidos de natureza fisica e/ou quimica (MATTIACCI; DICKE; POSTHUMUS, 1995;
TRUITT; WEL; PARE, 2004).

As defesas constitutivas sdo aquelas que estdo presentes nos tecidos vegetais sem que
haja a necessidade da acao de um herbivoro para sua expressao. Por exemplo, espinhos, actileos,
tricomas nao glandulares, cerosidade, cristais de oxalato e tricomas ndo glandulares
(ARIMURA; KOST; BOLAND, 2005; SCHOONHOVEN; VAN LOON; DICKE, 2005). Por
outro lado, as defesas induzidas sdo ativadas apds a herbivoria e podem afetar os herbivoros
diretamente, por meio de metabdlitos secundarios toxicos, e/ou indiretamente pela liberagdo de
compostos organicos volateis atrativos a predadores e parasitoides (MATTIACCI; DICKE;
POSTHUMUS, 1995; TRUITT; WEI; PARE, 2004). A ativacio dos mecanismos de defesa
induzidos da planta acontece quando o dano mecénico da alimentagao do herbivoro combinado
com substancias especificas presentes em sua saliva € reconhecido na membrana celular do
tecido vegetal. Em seguida, uma série de rotas bioquimicas sdo desencadeadas, levando ao
acumulo dos principais fitohormonios relacionados as defesas das plantas contra herbivoria,
como o acido salicilico (AS), acido jasmonico (AJ) e etileno (ET) (KAPLAN et al., 2008;
THOMMA, BART P, et al., 2001; DONG, X., 1998).

As defesas induzidas pelas plantas podem ser exploradas em estratégias de manejo de
pragas através da aplicag@o de substancias indutoras, que ativam as defesas induzidas sem que
tenha ocorrido o dano da herbivoria. Essa inducdo pode ser realizada por meio de produtos
sintéticos de natureza quimica, que ao serem empregados levam ao aumento da resisténcia de
plantas a insetos (STOUT; ZEHNDER; BAUR, 2002). Esses produtos sdo capazes de ativar
mecanismos pré-existentes, mas que se encontram latentes na planta (WALTERS HEIL, 2007).
Por outro lado, em relagdo aos herbivoros, a indugdo de resisténcia da planta pode ser observada

a partir de critérios de antibiose, quando ocorre um efeito negativo na biologia do inseto, ou



antixenose, quando altera seu comportamento durante sua selecdo hospedeira. O efeito
provocado por indutores, geralmente resultam na sintese de toxinas, compostos deterrentes e/ou
repelentes aos herbivoros, e em modificagdes na emissdo de compostos volateis que aumentam
o recrutamento de inimigos naturais dos herbivoros (JAMES, D. G., 2003, MALLINGER, et
al., 2011; LEE, J.C., 2010., FILGUEIRAS et al., 2016). No entanto, cada indutor apresenta
peculiaridades, e suas consequéncias bioquimicas e fisicas produzidas nas plantas, bem como
nas respostas comportamentais dos herbivoros (THALER, J. et al., 1999).

Em suma, uma diversidade de produtos sintéticos de natureza quimicas podem ser
utilizados como ferramenta para induzir o aumento da resisténcia de plantas a herbivoros.
(STOUT; ZEHNDER; BAUR, 2002). Produtos classificados como bioestimulantes podem
atuar como derivados e andlogos do acido jasmoénico e acido salicilico, que induzem a
resisténcia contra fatores bidticos, mas ao mesmo tempo alteram outros processos fisiologicos,
como a floragdo e senescéncia; ndo interferindo na capacidade da planta em absorver nutrientes
(CREELMAN; MULLET, 1997).

Os bioestimulantes representados por substidncias ou microrganismos, atuam na
resisténcia e tolerancia dos genotipos cultivados por meio do estimulo de processos naturais,
aumentando ou facilitando a absor¢do de nutrientes, a tolerancia a estresses e a qualidade da
cultura (EBIC, 2016). Em geral, os bioestimulantes interagem com processos sinalizadores da
planta, reduzindo os efeitos negativos de estresses para a planta e, assim, favorecendo o
alocamento energético para o crescimento e reproducdo (BROWN & SAA, 2015).

Os inoculantes microbianos ja sdo utilizados como biofertilizantes na agricultura por
facilitar e melhorar a absor¢ao dos nutrientes pelas plantas e por influenciar na morfogénese e
desenvolvimento vegetal (KENNEDY et al., 2004). Dentre os microrganismos utilizados como
bioestimulantes, os endossimbiontes mutualisticos do género Rhizobium e as rizobactérias
promotoras de crescimento de planta (RPCP) sdo os mais relevantes (MARTINEZ-ROMERO,
2003). Esses microrganismos também podem modular respostas a estresse bidticos e abioticos,
de forma interativa com a comunidade microbiana do solo e suprimir infecgdes por patdgenos
(BABALOLA, 2010; PIETERSE C et al., 2014, BHATTACHARYYA et al., 2012; GAIERO
et al., 2013; PHILIPPOT et al., 2013; VACHERON et al., 2013; DU JARDIN., 2015). Além
disso, as RPCPs podem atuar na resisténcia sistémica induzida das plantas (ISR), no
crescimento vegetal, fixacdo bioldgica de nitrogénio e producao de fitormoénios (PIETERSE et

al., 2001; BULGARELLI et al., 2013).



As RPCP podem induzir resisténcia sistémica nas plantas apos sua colonizagdo no
sistema radicular, o que melhora a capacidade da planta de se defender contra patdégenos e
herbivoros (ZAMIOUDIS et al., 2012). A ISR ou SIR, (systemic induced resistance) trata-se
de uma pré ativagdo dos mecanismos de defesa da planta que promove a ativagdo das defesas
de forma mais rapida e/ou vigorosa ap6s um ataque, sendo vantajosa por apresentar um baixo
custo energético (BALMER et al., 2015; MARTINEZ-MEDINA et al, 2016).

Os efeitos da ISR em resposta ao uso de RPCP ja foram relatados em varios sistemas
envolvendo plantas e insetos herbivoros (VAN OOSTEN et al. 2008; POZO et al. 2007; VAN
LOON et. al. 1998). Entretanto, além de efeitos positivos também foram observados efeitos
neutros ou negativos na aplicacdo de bactérias em diferentes culturas, como apresentados na
tabela 1.

Outra classe de bioestimulantes pode ser utilizado a fim de melhorar as caracteristicas
de interesse agrondmico de plantas cultivadas, como ¢ o caso das substancias humicas (SH).
Essas substincias podem ser derivadas da extragdo de matéria organica de turfas, solos
vulcanicos, deposicdo de minerais, compostagem, vermicompostos e também pela agdo
metabodlica dos microrganismos naturalmente encontrados na matéria organica do solo (DU
JARDIN, 2015; MACCARTHY, 2001). Além de modificar as propriedades fisicas, quimicas e
biologicas do solo (SILVA FILHO & SILVA, 2002), esses compostos podem alterar o
metabolismo hormonal, acelerar o crescimento e desenvolvimento das plantas, promover
alongamento radicular (BALDOTTO & BALDOTTO, 2014), aumento das taxas germinativas
e incremento na biomassa (TREVISAN et al., 2011). Ademais, também podem modificar o
perfil de metabolitos de defesas das plantas (BONG & SIKOROWSKI, 1991; SCHIAVON et
al., 2010), o que promove maior resisténcia contra insetos mastigadores (YARDIM et al. 2006)
e sugadores (RAZMJOU et al. 2011). As substancias humicas sdo classificadas em acidos
himicos, que correspondem a fracdo hidrofébica e 4cidos fulvicos, correlacionados a parte
hidrofilica, embora ambos possuem conteudo fenolico semelhantes. (BALDOTTO &

BALDOTTO, 2014; RITCHIE, J. 2003).



Bactéria Planta Inseto Efeito Local Referéncia
Serratia . Acalymma . ~ (ZEHNDER et
marcesens Pepino vittatum Reduziua populagio € al.,1997)
Serratia Peino Diabrotica Reduziu a vopulacio  C (ZEHNDER et
marcesens p undecimpunctata populag al.,1997)
Pseudomonas . Acalymma . ~ (ZEHNDER et
putida Pepino vittatum Reduziu a populagio  C al,1997)
Pseudomonas Peino Diabrotica Reduziu a vopulacio  C (ZEHNDER et
putida p undecimpunctata populag al.,1997)
Rhizobium Trevo Spodoptera Aumentou ganho de C (KEMPEL et
leguminosarum  branco littoralis peso da lagarta al.,2009)
Rhizobium Trevo Moz i Aumentou a C (KEMPEL et al.,
leguminosarum  branco YEVS persicae populacdo 2009
Sem efeito na
. . ~ . densidade de da (BOUTARD-
Bacillus spp Pimentdo  Myzus persicae praga ¢ inimigo C HUNT et al., 2009)
natural
Bacillus Tomate Bemisia tabaci Reduziu o numero de L (VALENZUELA-
subtilis adultos emergentes SOTO et al., 2009)
Azospirillum . Diabrotica Reduziu o ganho de (SANTOS et al.,
. Milho . L
brasilense speciosa peso das larvas 2014)
Baczlllus Milho H. bacteriophora Recrutou inimigo L  (DISIetal., 2019).
pumillus natural
Bacillus Milho Ostrinia Repelinaescotha = pyqy o o1 9018)
pumilus nubilalisas hosp para oviposi¢ao
. . . Repeliu larva e
Bacz{lus Milho Dza.bro.tzca Y menor ganhodepeso L (DISI et al., 2018)
pumilus virgifera
de larvas
Kosakonia — \  iqopsis ~ Brevicoryne  Reduziwonimerode = o4 o o1 901g)
radicincitans brassicae insetos alimentando
Kosakonia . . . Reduziu o numero de
vadicincitans Arabidopsis  Myzus persicae insetos alimentando L  (Brocketal., 2018)
. Reduziu o ganho de
Ko.sc.lko.nla Arabidopsis Sp Od.()p fera peso comparado ao L  (Brocketal., 2018)
radicincitans exigua
controle
Ko.sc.lko.nla Arabidopsis  Pieris brassicae Nao teve efeito na L  (Brocketal., 2018)
radicincitans praga

Tabela 1 Exemplos do amplo uso de bactérias benéficas em diferentes culturas afetando a
resposta comportamental de insetos de diferentes ordens. Laboratério (L), Campo (C)



O excessivo manejo do solo realizado por praticas de cultivos inadequadas, resultou em
diminui¢do do seu material himico (NOVOTNY et al., 1999, SHEPHERD et al., 2001).
Entretanto, alguns trabalhos mostram os efeitos benéficos da aplicagdo exdgena das substancias
humicas, o que melhora de forma indireta a fertilidade do solo e facilita as suas interagcdes com
a microbiota (grupo de microorganismos que vivem naquele ambiente). Diante disso, cresce o
interesse da aplicacdo de compostos como SH no solo, a fim de diminuir os efeitos tendenciosos
de praticas agricolas (PICCOLO et al. 1997; QUILTY et al. 2011).

O uso combinado de dois bioestimulantes pode ter um efeito sinérgico nas plantas,
tornando-as mais resistentes do que quando tratadas com apenas um Unico bioestimulante
(AGUIAR et al., 2018). A aplicagdo de 4cidos humicos estimula nas plantas a producdo de
pelos secundarios no seu sistema radicular bem como a formagao de raizes adventicias. Esse
efeito proporciona um aumento da aderéncia de microrganismos nessas estruturas tornando o
potencial inoculativo por rizobactérias maior e mais eficiente, visto que ¢ nessa regido que as
bactérias colonizam e se associam com as plantas (FRANKENBERGER JR W. et al.,1995,
OLIVARES, F.L., et al. 2017).

Dentre os diversos beneficios adquiridos com o uso de bioestimulantes, isolados ou em
conjunto, existe um grande potencial para aplicagcdo na producdo agricola. Além de poderem
resultar na redu¢@o do uso de defensivos e adubacgao, o que leva a consequente redugdo no custo
da produgdo, também permitem a preservagdo da microbiota do solo, proporcionando maior
equilibrio ao ecossistema. Além de apresentar inimeras vantagens para o desenvolvimento de
culturas agricolas, o uso de bioestimulantes ¢ perfeitamente aceitdvel na produgdo organica.

O feijoeiro, apresenta grande potencial do uso de bioestimulantes para a otimizac¢do do
cultivo, pois ¢ uma das culturas de grande importancia na América Latina, seja de forma
comercial ou para subsisténcia, pelo seu valor econdmico e social, além de ser uma das
principais fontes de proteina e energia mais consumida mundialmente (OLIVEIRA, 2005,
PETRY & HURREL, 2015). As plantas de feijdo, assim como outras leguminosas possuem
uma associacdo simbiodtica com as bactérias fixadoras de nitrogénio que estdo presentes na
microfauna do solo, transformando o nitrogénio atmosférico em uma forma prontamente
disponivel para a absorc¢ao pelas plantas. Essa associacdo promove a formag¢ao de nddulos que
fixam nitrogénio atmosférico, incrementando os processos fisiologicos da planta (MOREIRA;

SIQUEIRA, 2006).



No caso das cultivares agricolas para producdo de alimentos, as plantas sdo
frequentemente suscetiveis aos herbivoros em termos de defesas diretas e indiretas (ARAUJO
et al.,, 2013). Os processos de domesticacdo e melhoramento selecionaram genodtipos mais
produtivos em detrimento de outras caracteristicas da planta, como a capacidade de defesa
contra insetos. Como consequéncia, os produtores fazem o uso intensivo de quimicos que atuam
no controle de pragas e patogenos, acentuando o desequilibrio do agroecossistema
(BERGAMIN FILHO & AMORIM, 1996).

Entre as pragas com potencial de causar dano econdmico em lavouras de feijao, destaca-
se a lagarta-falsa-medideira, Chrysodeixis includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae), que
provoca severa desfolha, deixando a folha com aspecto rendilhado. Até o ano de 2003, C.
includens era considerada uma praga secundaria e controlada biologicamente pela agdo de
parasitoides, predadores e fungos entomopatogénicos (SOSA-GOMEZ et al., 2003). No
entanto, com a dissemina¢do do fitopatdégeno da ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi
Sidow) nas lavouras de soja (Glycine max L.), fungicidas foram intensivamente empregados no
controle do fungo, o que acarretou na diminui¢ao da populacdo de fungos entomopatogénicos
e inimigos naturais que suprimiam C. includens (SOSA-GOMEZ et al., 2006). Além de C.
includens, infestagdes de mosca-branca Bemisia tabaci Middle East-Asia Minor 1 (Gennadius)
(Hemiptera: Aleyrodidae) sdo frequentes em feijdo e causam danos inestiméaveis de forma
direta, por meio da suc¢do de seiva pelos imaturos e adultos que pode resultar no definhamento
da planta (INBAR & GERLING, 2008), e indireta em virtude da deposi¢ao de fumagina sobre
a superficie da folha, que reduz a capacidade fotossintética da planta (HOFFMANN-CAMPO
et al., 2000; CAMERON et al., 2013) e da transmissdo do virus mosaico-dourado-do-feijoeiro
(BGMV).

Nesse sentido, a associacdo dos acidos humicos e as RPCP em uma leguminosa, como
o feijdo, pode atenuar os efeitos negativos do ataque das pragas sobre a producdo. Além de
aumentar a resisténcia direta de plantas de feijao contra B. tabaci ou C. includens, duas pragas

com modos de alimentacao diferentes.



[lustragdo 1 Esquema representativo do sistema de estudo envolvendo a planta de feijao
(Phaseolus vulgaris), os insetos herbivoros Bemisia tabaci, Chrysodeixis includens e os
bioestimulantes adcidos humicos e rizobactérias.
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1. RESUMO

Bioestimulantes de plantas sdo empregados a fim de melhorar as caracteristicas agrondmicas,
além de atuarem como indutores de resisténcia e tolerancia a estresse bidticos e abidticos,
alterando o metabolismo da planta, tornando as menos suscetiveis. Neste contexto, o presente
trabalho investigou os efeitos da aplicagdo de rizobactérias promotoras de crescimento de planta
(RPCP) e/ou acido humico (AH) na indugdo de resisténcia contra as principais pragas do
feijoeiro, a lagarta-falsa-medideira, Chrysodeixis includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae)
e a mosca-branca, Bemisia tabaci Middle East-Asia Minor 1 (Gennadius) (Hemiptera:
Aleyrodidae), sendo uma mastigadora e o outra sugadora. Plantas de feijdo tratadas com RPCP
Rhizobium tropici CIAT899 isolado e combinado com AH resultou em maior atratividade de
adultos de mosca-branca e maior nimero de ovos em teste com chance de escolha. J4 em teste
sem chance de escolha, a viabilidade dos ovos foi reduzida em 37% em plantas tratadas com
AH e a populacdo de ninfas totais apresentou um decréscimo de 2.39, 1.77 e 1.60 vezes nos
tratamentos com AH, RPCP+AH e RPCP, respectivamente, em relagdo ao controle. Ja o inseto
mastigador lagarta-falsa-medideira ndo foi capaz de diferir entre plantas dos tratamentos e
apresentou ganho de peso similar em teste de desempenho. No entanto, houve redugdo na
quantidade de tecido foliar consumida em plantas inoculadas com RPCP e AH+RPCP, sendo
1.67 e 1.10 vezes menor em comparagdo a plantas controle. Foi observado incremento na
biomassa das folhas de plantas inoculadas com RPCP. Porém, caracteristicas como o peso seco
das raizes e teor de clorofila A e B ndo diferiram entre os tratamentos. Esses resultados sugerem
que o tratamento com AH e/ou RPCP melhoraram a defesa induzida das plantas de feijao contra

as pragas.

Palavra-chave: Bioestimulantes. Rizobactérias. Acido Humico. Indugdo de resisténcia.
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2. ABSTRACT

Plant biostimulants are used to improve agronomic characteristics, in addition to acting as
inductors of resistance and tolerance, altering the metabolism of the plant making them less
susceptible to biotic and abiotic stress. In this context, the present work investigated the effects
of the application of plant growth-promoting rhizobacteria (RPCP) and/or humic acid (HA) in
the induction of resistance against the main pests of the common bean, the false-caterpillar
(soybean looper) Chrysodeixis includens ( Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) and the whitefly,
Bemisia tabaci Middle East-Asia Minor 1 (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae), being
chewing and sucking insects, respectively. Bean plants treated with RPCP Rhizobium tropici
CIATR899 isolated and combined with HA resulted in a higher attractiveness of whitefly adults
and a greater number of eggs in a choice trail. In a no-choice assay, the viability of eggs was
reduced by 37% in plants treated with HA, and the population of total nymphs decreased 2.39,
1.77 and 1.60 times in treatments with HA, RPCP + AH and RPCP, respectively, in relation to
the control. The chewing insect, the soybean looper, did not differ between treatment and
showed similar weight gain in the performance tests. However, there was a reduction in the
amount of leaf tissue consumed in plants inoculated with RPCP and AH + RPCP, being 1.67
and 1.10 times lower compared to control plants. An increase in the biomass of the leaves of
plants inoculated with RPCP was observed. However, characteristics such as dry root weight
and chlorophyll content a and b did not differ between treatments. These results suggest that

treatment with HA and/or RPCP improved the induced defense of bean plants against pests.

Keywords: Rhizobium tropici. Soybean looper. Whitefly. Phaseolus vulgaris.
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3. INTRODUCAO

Bioestimulantes de plantas s3o substiancias ou microrganismos que sdo aplicados nas
plantas com o objetivo de melhorar a eficiéncia nutricional (absorcdo de nutrientes,
desenvolvimento radicular, transporte), caracteristicas relacionadas a qualidade da cultura
(valor nutricional, conteudo de proteinas nos graos, tempo de prateleira) e tolerancia a estresses
abioticos (estresse hidrico, salino, metais pesados) '. Ha diversas substincias promissoras que
atuam como bioestimulantes descritas na literatura e comercializadas, como acidos humicos,
fulvicos e extrato de algas marinhas 2. Além dessas substincias, os microrganismos benéficos
que interagem com as plantas, como micorrizas, fungos e bactérias endofiticas e da rizosfera,
sdo igualmente promissores como bioestimulantes .

Em geral, os bioestimulantes interagem com processos sinalizadores da planta,
reduzindo os efeitos negativos de estresses para a planta e, assim, favorecendo o alocamento
energético para o crescimento e reproducdo 6. Embora os bioestimulantes ndo atuem
necessariamente na inducdo de resisténcia das plantas contra estresses bidticos (patdgenos e
herbivoros), estudos mostram que diversos bioestimulantes também melhoram a capacidade de
defesa das plantas contra esse tipo de estresse . Dentre eles, as rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas (RPCP) sdo promissores no aumento da resisténcia a estresses bioticos
210 Esses microrganismos interagem com as plantas mutualisticamente, sem aparentes
impactos no equilibrio do agroecossistema’. A colonizagdo dos tecidos vegetais pelas RPCP
promove o aumento na produ¢do das plantas devido a mecanismos diretos, como a fixacao
biologica de nitrogénio, producdo de fitohormonios e solubilizagdo de fosfatos, e indiretos,
como o controle bioldgico de fitopatégenos por competicdo ou produgdo de substincias
antibidticas 112,

A resisténcia de plantas colonizadas por RPCP a patdgenos também ¢ resultante da
Resisténcia Sistémica Induzida (ou SIR, systemic induced resistance) que atua contra um amplo
espectro de estresses bioticos, incluindo insetos herbivoros e nematoides fitopatogénicos 315,
A SIR ¢ caracterizada por pré ativar os mecanismos de defesa induzida da planta, implicando
em baixo custo energético!é. Os mecanismos de defesa induzidos contra insetos pragas sdo
desencadeados somente apds o ataque do herbivoro, porém a planta colonizada pela RPCP tem
os genes associados as defesas induzidas expressos mais rapidamente e/ou intensamente de

forma sistémica do que plantas ndo colonizadas '7-1°.
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Ainda que existam estudos mostrando que a inoculagdo com RPCP melhora a indugdo
de resisténcia da planta contra insetos pragas desfolhadores e sugadores de seiva?>%-%0-73 hj
também casos em que a colonizacdo por RPCP apresenta efeitos neutros ou até negativos sobre
a resisténcia da planta a insetos pragas 22!, Assim, é importante estudar as particularidades de
cada sistema, pois as interagdes parecem ser dependentes da estirpe de RPCP, espécie de planta
e herbivoro 2.

As substancias humicas (SH) s@o bioestimulantes igualmente importantes para plantas
de interesse agricola. Diferentemente das RPCP, as SH ndo consistem em organismos vivos e
sdo derivadas da extragdo da matéria organica de turfas, solos vulcanicos, deposi¢ao de
minerais, compostagem, vermicompostos e da agdo metabdlica dos microrganismos

.23 Esse bioestimulante contém duas

naturalmente encontrados na matéria organica do solo
fragdes: os acidos humicos (AH), que ¢ a fragdo hidrofobica; e os acidos fulvicos
correlacionados a parte hidrofilica. Ambos possuem contetido fenodlico semelhantes e podem
ser usados separadamente, ou em conjunto, em formula de bioestimulantes 22°, A aplicagdo de
AH ¢ conhecida por modificar as propriedades fisicas, quimicas e biologicas do solo ', além
de ter acdo hormonal na planta, resultando no aceleramento do crescimento e desenvolvimento
das plantas, alongamento radicular, aumento das taxas germinativas e incremento na
biomassa’?. Embora o efeito de AH na indugdo de resisténcia contra pragas seja pouco
conhecido, sabe-se que a fertilizagdo com AH modifica o perfil de metabdlitos secundarios das
plantas e, por isso, tem o potencial como indutor de resisténcia a insetos 2.

Plantas leguminosas (Fabaceae), como soja e feijao, sdo dependentes da associacio
simbiotica com microrganismos benéficos do solo, como as bactérias fixadoras de nitrogénios
que colonizam o sistema radicular das plantas e formam estruturas noduliferas que fixam o
nitrogénio atmosférico 2’. Por exemplo, a inocula¢do de rizobactérias em plantas de feijdo
aumenta a formagdo de nodulos e a absor¢do de nutrientes, estimula a formagdo de pelos
radiculares e incrementa a matéria seca da parte aérea, resultando no aumento da
produtividade®®%.

O feijao ¢ a leguminosa mais relevante na América Latina devido a sua importancia
agricola, econdmica e social, além de constituir uma das fontes de proteina e energia mais
consumidas mundialmente 3*3!, No entanto, as cultivares de plantas de feijdo sdo altamente
suscetiveis a estresses abiodticos e bidticos, em parte devido aos processos de melhoramento

genético®?. Como consequéncia, os produtores fazem o uso intensivo de quimicos que atuam

no controle de pragas e patogenos, acentuando o desequilibrio do agroecossistema 3.
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Entre as pragas chave da cultura do feijdo, destaca-se a lagarta-falsa-medideira,
Chrysodeixis includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae), que provoca severa desfolha,
deixando a folha com aspecto rendilhado. O controle por meio de pulverizagdo encontra
dificuldade para atingir o alvo devido a preferéncia do inseto pela parte abaxial da folha e a
arquitetura da planta fechada 3+*. Além de C. includens, a mosca-branca Bemisia tabaci Middle
East-Asia Minor 1 (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) ¢ uma praga global e frequentemente
encontrada em feijdo. A infestacdo pela mosca-branca em cultivos de feijdo causa danos diretos
devido a sucgdo de seiva que pode resultar no definhamento da planta *%; e indiretos em virtude

37 e transmissdo do virus mosaico-

da deposicdo de fumagina sobre a superficie da folha
dourado-do-feijoeiro (BGMYV).

Uma das alternativas para incrementar a resisténcia e tolerancia a estresses abioticos e
bidticos das cultivares de feijao é por meio da aplicacdo de microrganismos e/ou substancias
que estimulam processos naturais, os bioestimulantes. O uso de bioestimulantes constitui uma
tatica promissora no manejo integrado de pragas (MIP), pois pode ser integrado a outras taticas

de manejo, como o controle bioldgico !

, € reduz a quantidade de fertilizantes e insumos
quimicos que impactam o equilibrio do ambiente 8. O uso combinado de bioestimulantes pode
resultar em um efeito sinérgico sobre caracteristicas desejaveis das plantas cultivadas quando
comparado ao uso isolado dos bioestimulantes *. Nesse sentido, a associagdo dos acidos
himicos e as RPCP em uma leguminosa, como o feijdo, tem alto potencial para atenuar os
efeitos negativos do ataque das pragas sobre a produgao.

Dado o eminente potencial dos bioestimulantes como métodos alternativos de controle
de pragas, o presente trabalho investigou os efeitos do uso isolado e combinado de AH e RPCP
no vigor vegetativo e resisténcia de plantas de feijdo comum (Phaseolus Vulgaris) contra o
inseto sugador B. fabaci e desfolhador C. includens. A hipotese inicial do trabalho era que a
aplicagdo isolada de RPCP ou AH aumentaria a resisténcia do feijoeiro as duas pragas, mas a
combinagdo dos bioestimulantes resultaria em um aumento da resisténcia ainda maior do que a
aplicacdo isolada. Esperava-se um padrdo semelhante em relag@o a acdo isolada e combinada
dos bioestimulantes sobre o vigor da planta. Avaliou-se o vigor das plantas pela analise de

parametros de biomassa aérea, radicular e contetido de clorofila, enquanto a resisténcia por

meio de ensaios comportamentais e bioldgicos com e sem chance de escolha.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1.Plantio e cultivo de Phaseolus vulgaris

O plantio de sementes de (Phaseolus vulgaris L. cv. Pérola) tipo carioca foi realizado
em recipientes de polietileno (2 L de capacidade) contendo latossolo vermelho escuro (tipo
horizonte C; pH 5.6, K 35.98 mg/dm?, P 1.08 mg/dm?; Ca 1.93 cmolc/dm?, Mg 0.16 cmolc/dm?,
Al10.04 H+AL 2.22 cmolc/dm?; SB 2.5,t2.22, T 4.40, cmolc/dm?; V 49.60% , m 1.80%; M.O.
1.29 dag/kg P-Rem 7.49 mg/L; Zn 1.58, Fe 62.95, Mn 19.16, Cu 4.08, B 0.01, S 168.30 mg/dm?
, Argila 58 dag/kg, silte 30 dag/kg). As sementes foram tratadas com alcool 70% por trinta
segundos e solucao de hipoclorito de sédio a 0.1% por um minuto. As plantas tiveram as suas
exigéncias nutricionais supridas seguindo as recomendacdes técnicas de Malavolta et al. (1997)
(P=300,K=200,S=50,B=0.9,Cu=1.5,Fe=2,Mn=4, Mo=0.15¢ Zn= 5 mg/kg"). Os
nutrientes foram supridos na forma Ca (H2PO4)2, MgSO4 7H20, FeCL3 + 6H>0, Na;MO Og4
2H>0, Zn SO3 7H,0, Mn SO4 H>0, H3BO3 e Cu SO4 5H>0. O cloreto de potéssio foi fracionado
em duas aplicagdes, a primeira foi realizada no preparo do solo e a outra aplica¢do de cobertura
25 dias apos o plantio. O Nitrogénio foi fornecido na forma de Uréia em duas doses totalizando
40 kg/ha, sendo uma fornecida no décimo quinto dia apods o plantio e a segunda com 30 dias
apos o plantio. A demanda hidrica da cultura foi suprida por meio de irrigagao diaria. As plantas
foram mantidas em casa de vegetacdo até o estadio fenolégico V4, quando foram usadas nos

bioensaios.

4.2.Criacao e manutencao de Bemisia tabaci

A criacdo foi iniciada a partir de uma populagao de adultos de B. tabaci provenientes de
uma coldnia ja estabelecida e caracterizada anteriormente do Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras (Lavras, MG, Brasil). Os adultos foram mantidos no
laboratério em condigdes controladas (25 £ 1°C, UR 70 + 10% e fotofase de 12h) em plantas
de couve manteiga (Brassica Oleracea L. var. acephala) no interior de uma gaiola de acrilico
(40 cm x 60 cm). As plantas foram trocadas sempre que apresentavam sinais de senescéncia e

apoOs a migracao voluntéria dos insetos da planta velha para a nova.
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4.3.Criacao e multiplicacido de Chrysodeixis includens

Ovos provenientes de uma criacdo ja estabelecida na Universidade Estadual Paulista
Julio de Mesquita Filho (UNESP, Jaboticabal, SP, Brasil) foram fornecidos para iniciar a
colonia. Todas as etapas da criagdo foram realizadas em condi¢des controladas (25 + 1°C, UR
70 + 10% e fotofase de 12h). As lagartas recém eclodidas foram alimentadas com dieta artificial
adaptada de Parra (2001). Foram colocadas 3 lagartas em cada recipiente de vidro (capacidade
de 50 mL) contendo aproximadamente 5 g da dieta e vedados com algoddo. Os adultos foram
mantidos em gaiolas de PVC em formato cilindrico (20 cm de altura e 10 cm de didmetro)
revestidas interiormente com papel tipo sulfite para a deposi¢do dos ovos, e alimentados com

solugdo de mel a 10% 4.

4.4. Rhizobium tropici (Ciat 899)

O inoculante Ciat 899 ¢ oficialmente registrado e indicado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria ¢ Abastecimento (MAPA) para aplicagdo em feijoeiro comum*!. O
inoculante foi fornecido pelo Laboratorio de Microbiologia Agricola da Universidade Federal
de Lavras (Lavras, MG, Brasil), preparado na propor¢do 3:1 de turfa e cultura em meio
semissolido YM na fase log, de acordo com a metodologia de Ferreira et al. (2009) e Soares et
al. (2006). Foi aplicado o inoculante na propor¢do de 3 g para cada 100g de semente. Apos o
revolvimento das sementes no inoculante, elas foram adicionadas ao sulco de plantio. A mesma

quantidade de turfa foi aplicada nos tratamentos que ndo foram inoculadas com R. tropici.

4.5. Acidos Hlimicos

O produto comercial Solohumics-solo® (SoloHumics Fertilizantes, Alcobaga, BA,
Brasil) foi usado como fonte de AH extraido de turfa. O produto foi diluido na concentragao de
15 mL/L de dgua destilada, conforme a recomendag¢do do fabricante. Uma aplicacdo do tipo
“drench” contendo 100 ml da solugdo foi realizada no dia seguinte ao plantio nos tratamentos

AH e AH+RPCP, as plantas ndo tratadas com AH receberam 100 ml de agua destilada no solo.
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4.6. Tratamentos

Vinte e quatro horas antes da realizagdo dos experimentos, as plantas de feijdo no
estagio V4 foram transferidas da casa de vegetagdo para o laboratorio sob condi¢des controladas
(25 £2 °C, UR 60 £ 10 %, e fotofase de 12h). Em todos os ensaios comportamentais com B.
tabaci e C. includens foram testados os seguintes tratamentos: (i) Planta inoculada somente
com R. tropici (RPCP); (i1) Planta tratada somente com acidos himicos (AH); (iii) Planta
inoculada com R. tropici e tratada com acidos himicos (RPCP+AH); Planta ndo inoculada com

R. tropici e ndo tratada com acidos humicos (Controle).

4.7.Ganho de peso de larvas recém-eclodidas de C. includens

O desempenho biologico de C. includens em plantas de feijdo controle, tratadas com
AH e/ou RPCP foi realizado com base no ganho de peso de cada lagarta. O trifélio de cada
planta recebeu duas larvas recém-eclodidas e foi coberto por um saco de tecido voile para evitar
a fuga das lagartas. Apos sete dias de herbivoria, as larvas foram individualmente pesadas em
uma balanca de precisdo analitica (Marte - AY220). Apds a remogao das larvas, o trifdlio foi
destacado, fotografado e posteriormente analisados no software BioLeaf para quantificar a area
foliar consumida #2. O experimento foi realizado com 12 repetigdes em delineamento
inteiramente casualizado em condi¢des controladas (25 £2 °C, UR 60 £ 10 %, e fotofase de

10h).

4.8.Preferéncia alimentar de larvas recém-eclodidas de C. includens

A escolha hospedeira por larvas recém-eclodidas foi realizada em placa de Petri circular
(14 cm diametro) contendo, na parte do fundo, quatro orificios (3 cm didmetro) equidistantes
(3,5 cm). O foliolo central das plantas de feijdo controle, tratadas com RPCP e/ou AH foram
colocados abaixo dos orificios de modo que as larvas foram expostas a mesma quantidade de
tecido foliar (~28,2 cm?) de cada tratamento (Figura 1C). No centro da arena foram liberadas
10 lagartas recém-eclodidas e, apos 24 horas, a preferéncia foi medida com base no dado de
consumo foliar. As folhas foram destacadas e submetidas ao software ImagelJ para quantificar
a area foliar consumida. O experimento foi realizado com 10 repeti¢des em delineamento
inteiramente casualizado em condi¢des controladas (25 £2 °C, UR 60 £ 10 %, e fotofase de

10h).
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4.9.Preferéncia hospedeira e de oviposiciao de B. tabaci

A preferéncia hospedeira e de oviposicdo de B. tabaci por plantas de feijdo nos
diferentes tratamentos foi realizada em gaiola (100 x 100 cm) contendo quatro plantas, uma de
cada tratamento, dispostas de forma equidistante (Figura 1D). No centro de cada gaiola foi
utilizado uma plataforma de papel para padronizar a altura de liberagdo dos 400 adultos de B.
tabaci (razdo sexual 1 fémea:1 macho). A contagem do nlimero de insetos em cada planta foi
realizada apds 0.30h, 2h, 4h, 6h, 12h, 24h, 48h e 72h da liberagdo dos adultos. Ao final das 72
horas, as plantas foram removidas para a contagem do nimero de ovos de B. fabaci sob um
microscopio estereoscopio. O experimento contou com 12 repeticdes em delineamento

inteiramente casualizado.

4.10. Desempenho de B. tabaci em diferentes tratamentos sem chance de

escolha

Para mensurar a influéncia dos bioestimulantes no desempenho biologico de B. tabaci,
30 casais com idade de 6 dias foram colocados em cada tratamento. O trifélio infestado foi
colocado dentro de um recipiente cilindrico de poliestireno (10 x 7 x 13,5 cm), fechado com
uma tampa com orificio central para a insercao do peciolo. Esse recipiente evitou a fuga dos
insetos e foi fixado de forma que ndo causou a quebra dos tecidos da planta (Figura 1E). Os
casais permaneceram nos trifolios por 24 horas. Apos esse periodo, os adultos foram removidos
e os numeros de adultos vivos e mortos contabilizados. Os trifélios contendo apenas os ovos
foram mantidos no recipiente. No décimo quinto dia, as folhas foram destacadas e sob
microscopio estereoscopico foi registrado o nimero total de ovos, ovos inviaveis, nimero de
ninfas de 1°, 2° e 3° instar mortas e vivas. O experimento foi realizado em laboratério, sob
condi¢des controladas (25 +2 °C, UR 60 £+ 10 %, e fotofase de 10h), com 10 repeti¢des por

tratamento.

4.11. Biomassa de plantas

Plantas de feijao de cada tratamento foram mantidas em casa de vegetagdo dispostas de
forma casualizada até que atingissem o estadio fenologico V4. Em seguida, vinte plantas foram
levadas ao laboratdrio e secas em estufa (Ethik Technology - 402/5N). A matéria seca da parte
aérea foi pesada apds permanecer em estufa a 60° C por 48 horas e do sistema radicular por 24
horas a 60° C. O peso seco foi medido utilizando uma balanga de precisdo analitica. O

experimento contou com 5 repeticdes de cada tratamento.
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4.12. Teor de clorofila A e B

A quantificacdo dos teores de clorofila de plantas de feijao nos diferentes tratamentos
foram mensuradas utilizando o clorofiLOG CFL1030, um medidor eletronico do teor de
clorofila. A andlise foi realizada quando as plantas de feijao atingiram o estadio fenologico V4
em casa de vegetacdo dispostas aleatoriamente. O ultimo trifolio foi selecionado como padrao
de amostragem, desse trifolio foi escolhido o foliolo central e realizado a média de quatro
pontos para representar clorofila A e B de cada repeticdo. O experimento contou com 10
repeticdes.

4.13. Analise estatistica

Os testes de escolha com B. fabaci foram analisados usando modelos lineares mistos
generalizados com distribui¢cao binomial negativa com o tempo e efeito aleatorio. O nimero de
ovos de B. tabaci foi analisado usando modelos lineares. O desenvolvimento das ninfas nos
testes sem chance de escolha foi analisado usando modelos lineares com a varidvel resposta
transformada pela raiz quadrada para se adequar as premissas de normalidade e
heterocedasticidade. O desenvolvimento dos adultos em testes de ndo escolha foram analisados
usando testes de permutacao. Os modelos de melhor ajuste foram escolhidos com consulta de
analise de desvio, critérios de informacao, testes de razdo de verossimilhanga e diagndstico do
modelo. As comparacdes post-hoc foram realizadas usando testes Dunnett para comparagao
com os controles.

O ganho de peso das neonatas de C. includens foram analisados usando modelos
lineares. A alimentagdo foliar (area foliar consumida) foi analisada em modelos de obstaculos
com distribuicdo gama para estimar a probabilidade de alimentagdo (regressdo logistica) e a
quantidade consumida por tratamento dado a alimentagdo (modelo linear geral com distribui¢ao
gama). Os modelos de melhor ajuste foram escolhidos com consulta de analise de desvio,
critérios de informagdo, testes de razdo de verossimilhanga e diagnodstico do modelo. As
comparagdes post-hoc foram realizadas usando testes Dunnett para comparacdo com o0s
controles.

As caracteristicas das plantas foram submetidas a modelos lineares como desenvolvidos
acima foram usados para modelar as métricas da planta de clorofila, biomassa e area foliar. Os

modelos de melhor ajuste foram escolhidos com consulta de andlise de desvio, critérios de
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informacao, testes de razdo de verossimilhanca e diagndstico do modelo. Comparagdes post-
hoc foram realizadas usando testes Dunnett para comparagao com controles.

As analises foram realizadas por meio do software R 3.6.2 em conjunto com o
RStudio IDE. Os pacotes tidyverse, car, Ime4, MASS, vegan e emmeans, foram usados para

aprimorar as analises®.

5. RESULTADOS
5.1.Desempenho de C. includens

Larvas recém eclodidas que se alimentaram por 7 dias em plantas tratadas com AH,
RPCP e/ou AH+RPCP apresentaram ganho de peso similar ao controle (one-way ANOVA;
F350=0.0033, p = 0.9545; Figura 2).

5.2.Consumo de area foliar por C includens

Plantas tratadas com RPCP e RPCP+AH apresentaram menor area foliar consumida por
larvas de C. includens em relagdo a plantas controle durante um periodo de 7 dias (GLM, teste
da razdo de verossimilhanga; X?> = 5.7329, d. f. = 1, p = 0.01665). O consumo de area foliar em
plantas tratadas com AH foi similar ao das plantas controle (X? = 1.4370,d. f. = 1, p = 0.23063;
Figura 3).

5.3.Preferéncia alimentar de C. includens

No teste com chance de escolha, as larvas recém eclodidas de C. includens consumiram
quantidades similares de tecido foliar das plantas de feijao controle, AH, RPCP ¢ AH+RPCP,
portanto, ndo tiveram preferéncia por nenhum dos tratamentos (GLM, teste da razdo de

verossimilhanga; X? = 1.4370, d. f. = 1, p = 0.23063; Figura 4).

5.4.Preferéncia hospedeira de adultos de B. tabaci

Ao longo das 12h, 24h, 48h e 72h, adultos de B. tabaci preferiram plantas tratadas com
RPCP e plantas tratadas com RPCP + AH em relagdo as plantas controle e AH (GLMM, teste
Wald; X?> =15.6052,d. f. =1, p < 0.001; Figura 5).
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5.5.Preferéncia hospedeira de B. fabaci para oviposi¢cio

As plantas tratadas com RPCP e AH+RPCP receberam significativamente maior
numero de ovos quando comparadas a plantas controle em teste com chance de escolha (One-

way ANOVA; Fs44=4.1999, p = 0.01068; Figura 6).

5.6.0vos viaveis de B. tabaci sem chance de escolha

A viabilidade dos ovos depositados em plantas tratadas com AH e RPCP+AH foram
significativamente reduzidas, respectivamente em 30,0% + 5,7 e 14,4% =+ 6,1 quando
comparadas a plantas controle (One-way ANOVA; Fi27=27.36, p <0.001; Figura 7). Apenas
a aplicacdo isolada de RPCP nio interferiu significativamente na viabilidade dos ovos quando

comparadas a plantas controle (F1.27=2.48, p = 0.1267; Figura 7).

5.7.Desempenho de ninfas de B. tabaci

O tratamento com AH, RPCP e RPCP+AH reduziu significativamente o nimero de
ninfas de 2°, 3° e 4° instares em comparagdo a plantas controle (Two-way ANOVA; F3114=
38.5653, p < 0.001, Figura 8). Com excecdo das plantas tratadas com AH+RPCP, todos os
tratamentos com bioestimulantes reduziram o nimero de ninfas do 1° instar em relagdo ao

controle (p < 0,05), (Figura 8)

5.8.Numero de ovos de B. tabaci sem chance de escolha

O numero de ovos depositados por B. tabaci em plantas tratadas com AH foi menor em
relacdo ao controle (one-way ANOVA Fi2713.24, p = 0.0011; Figura 9). Por outro lado, a
quantidade de posturas em plantas tratadas com RPCP e RPCP+AH foi similar ao controle (.27
=2.069, p = 0.1229; Figura 9).

5.9.Clorofila A e B

Os teores de clorofila A e clorofila B ndo diferiram significativamente entre plantas

tratadas com AH, RPCP ¢ RPCP+AH em relacdo a plantas controle (Figura 10 e 11).
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5.10. Biomassa da parte aérea

As plantas inoculadas com RPCP apresentaram maior biomassa da parte aérea em
relagdo as plantas controle (one-way ANOVA; F1.15= 2.18 p = 0.1598; Figura 12). Plantas
tratadas com AH e RPCP+AH ndo apresentaram diferenca na biomassa da parte aérea quando

comparadas ao controle (Figura 12).

5.11. Biomassa das raizes

A biomassa da parte radicular das plantas tratadas com RPCP, AH e AH+RPCP foi
similar quando comparadas a plantas controle (teste Dunnet; t = 2.37, df = 16, p = 0.0504;
Figura 13).

6. DISCUSSAO

Muitos estudos tém investigado o efeito dos bioestimulantes na resisténcia em plantas
contra patogenos, mas pouco se sabe sobre os efeitos na resisténcia a insetos herbivoros -9,
Neste trabalho, exploramos os efeitos de dois bioestimulantes, as substancias humicas e uma
estirpe de rizobactéria promotora de crescimento, isolados € em conjunto, na inducdo de
resisténcia da planta de feijdo a duas importantes pragas com diferentes hébitos alimentares, C.
includens e B. tabaci. Os resultados mostram efeitos distintos dos bioestimulantes no
comportamento e biologia das duas espécies, sendo mais acentuados para a mosca-branca.
Apesar das substancias humicas serem reportadas como estimulantes de crescimento de plantas
24 ndo foi verificado incremento na biomassa da parte aérea ou radicular da planta de feijdo, ao
contrario das RPCP, que promoveu maior crescimento da parte aérea. A RPCP selecionada R.
tropici Ciat 899 ja foi caracterizada como fixadora de nitrogénio em plantas de feijao e
produtora de hormonios de crescimento, como auxina, citocinina e giberelina, que estimulam o

51-53

crescimento e a produtividade do feijoeiro . O aumento no vigor vegetativo da planta tratada

com RPCP ndo foi resultante de maiores niveis de clorofila, como alguns estudos indicam>,

pois tanto a clorofila A quanto a B ndo foram influenciadas pelos tratamentos com RPCP.

39,55

Apesar de ser conhecido como bioestimulante para diversas espécies vegetais 0

tratamento com AH ndo foi eficiente na indug¢do de crescimento de plantas de feijao, como
verificado por Barral®¢. Alguns estudos sugerem que o tratamento com acidos humicos estimula
mais o metabolismo secundario da planta, envolvido em defesas, do que metabolismo primadrio,

57,58

responsavel pela promogao de crescimento °’°. De maneira interessante, a combinagdo do AH
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e RPCP nio estimulou o aumento da biomassa da planta (parte aérea e radicular) em relagdo as
plantas do controle e contrariou a hipdtese de efeito sinérgico.

J& foi reportado na literatura que a inoculagdo com RPCP promove o aumento da
resisténcia de plantas contra herbivoros mastigadores, tais como lepidopteros e
coledpteros?>>*%0, No entanto, verificamos que o tratamento com AH e/ou RPCP nio afetou a
biologia e a preferéncia alimentar de larvas de C. includens. Interessante notar que, ainda que
as larvas tenham ganhado peso similar em plantas tratadas com RPCP e AH+RPCP, elas
consumiram aproximadamente 1.67 e 1.10 vezes menos tecido foliar do que plantas controle.
Esses resultados podem indicar a qualidade nutricional superior dos hospedeiros tratados com
RPCP ou que a diferenca no consumo foliar ndo foi suficiente para influenciar no ganho de
peso das lagartas.

A maior atratividade e deposi¢@o de ovos nas plantas RPCP e AH+RPCP pelos adultos
de B. tabaci da suporte a hipétese de que a inoculacdo com R. tropici aumenta a qualidade
nutricional das plantas de feijao. Ha estudos que demonstram que plantas colonizadas por RPCP

1 6162 refletindo no conteido de aminoéacidos e no

apresentam um aumento de N disponive
contetdo de nitrogénio presente no vegetal ®. O status nutricional da planta hospedeira,
especialmente a razdo carboidrato: aminodcido na seiva, desempenha papel importante na
atratividade e escolha para deposi¢do dos ovos por moscas-branca 4%, Embora os metabolitos
priméarios ndo tenham sido examinados neste estudo, nds verificamos que as plantas tratadas
com RPCP apresentaram melhor qualidade nutricional em termos quantitativos, ou seja, tendo
como base a maior biomassa.

Diferentemente de plantas tratadas com RPCP, os adultos de B. fabaci nao
diferenciaram plantas tratadas com apenas AH de plantas controle, e ovipositaram quantidades
similares de ovos em ambos os tratamentos. Porém, cerca de 37% dos ovos de B. tabaci nas
plantas com AH ndo eclodiram, e o tratamento de plantas AH+RPCP também afetou
negativamente a eclosdo dos ovos, embora em menor intensidade. Essa reducdo na viabilidade
dos ovos pode ter sido influenciada por alteracdes nos compostos secundarios de defesa das
plantas, assim como relatado em outros estudos com diferentes espécies de plantas®®. Apesar
dos relatos sobre o perfil metabolico das plantas tratadas com AH, pouco se sabe sobre o efeito

de AH na resisténcia a insetos € o unico estudo encontrado mostrou efeito neutro sobre

afideos®’.
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Ainda que a viabilidade dos ovos tenha sido afetada apenas pelos tratamentos com AH,
o nimero de ninfas de B. tabaci do 2° até 4° instar foi reduzido em todos os tratamentos com
bioestimulantes. A populagdo total de ninfas foi reduzida em 2,39, 1,77 e 1,60 vezes nos
tratamentos AH, RPCP+AH e RPCP, respectivamente. Esses resultados sugerem que o
tratamento com AH e/ou RPCP melhoraram a defesa induzida das plantas de feijao contra a
mosca-branca.

Sabe-se que a associagdo com RPCP induz o aumento de hormdnios envolvidos nas
defesas das plantas (AJ e AS), que pode desencadear um efeito de priming na planta, resultando
em resposta mais rapida e potencializada'®'*!7. Por sua vez, 0 AH promove aumento tanto nas
atividades metabdlicas primarias das plantas, como na sintese de carbono, nitrogénio e

68,69

fotossintese®™*”, quanto no metabolismo secundario da planta, como na sintese de compostos

fendlicos, que sdo relacionados ao sistema de defesa das plantas®®’°.

Os nossos dados indicam que o tratamento com AH e RPCP, isoladamente, produzem
efeitos distintos na resisténcia da planta de feijao contra os insetos herbivoros, provavelmente
porque causam mudangas diferentes no perfil de metabolitos primarios e secundarios. A nossa
hipotese inicial do efeito sinérgico pelo uso combinado de AH e RPCP foi negada para todos
os parametros avaliados (desempenho da planta e resisténcia). Nos observamos que o
tratamento AH+RPCP produziu efeitos varidveis, ora reproduzindo as respostas do tratamento
do AH, ora das RPCP. Apesar de Olivares et al. (2017)* ter encontrado efeitos positivos no uso
combinado desses bioestimulantes, outros trabalhos relatam resultados semelhantes aos nossos
na combinagdo com RPCP e AH em pardmetros de produtividade das plantas’!.

Além disso, os efeitos do AH e/ou RPCP foram distintos considerando a espécie de
herbivoro. Por serem de hébitos alimentares diferentes, as vias de sinalizagdo envolvidas na
defesa induzida da planta contra C. includens e B. tabaci devem ser diferencialmente ativadas
(BONAVENTURE, 2012), o que pode ter influenciado na interagdo planta-herbivoro. Ao
mesmo tempo em que ndo foi detectada resisténcia das plantas de feijao tratadas com AH e/ou
RPCP para C. includens, todos os tratamentos reduziram a populagdo total de ninfas de B.
tabaci.

A rizobactéria CIAT899 ja ¢ recomendada comercialmente para o cultivo feijdo no
campo, entretanto, at¢é o momento ndo se sabia dos efeitos positivos provocados por essa
rizobactéria na indugdo de defesa das plantas de feijao contra pragas. O nosso estudo fornece
informagdes relevantes sobre o efeito dos bioestimulantes no comportamento e biologia dos

insetos. Além disso, o uso desses bioestimulantes podem resultar na reducao do uso de insumos
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quimicos utilizados nas lavouras e minimizar os custos de produg¢ao, favorecendo a microbiota
e o ecossistema do solo, sendo aceitos em cultivos convencionais e organicos. Futuros estudos
devem investigar os mecanismos envolvidos (i) no aumento da resisténcia das plantas tratadas
com AH e AH+RPCP contra B. tabaci; e (ii) no aumento da atratividade das plantas tratadas
com RPCP e AH+RPCP a B. tabaci que pode ser devido a alteragdes do metabolismo primario

e secundario (compostos volateis).

7. CONCLUSAO

A interacdo entre plantas de feijao e os bioestimulantes ¢ dependente do habito alimentar
do herbivoro e do tipo de bioestimulante utilizado. Rhizobium tropici, além de promover o
crescimento, ¢ mais eficiente na manipulacdo do sistema de defesa das plantas, induzindo
resisténcia contra o inseto mastigador e o sugador. Acido hiimico, por sua vez, influencia
somente no desempenho do inseto sugador. A utilizacdo desses bioestimulantes atuam
positivamente no controle biologico dessas pragas e sua utilizacdo traz beneficios para a cultura

do feijao.
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FIGURAS
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Figura 1 Experimentos de defesa direta de plantas de feijao tratadas com bioestimulantes.

Teste de desempenho de Chrysodeixis includens (A), Consumo de area foliar por Chrysodeixis
includens (B), Arena com chance de escolha de neonatas de Chrysodeixis includens (C), Teste
com chance de escolha de Bemisia tabaci (D), Desempenho de Bemisia tabaci sem chance de
escolha (E) e Avaliagdo de ninfas de Bemisia tabaci (F).
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Figura 2 Ganho de peso de lagartas Chrysodeixis includens apos sete dias, alimentadas com
plantas controle e tratadas com Humic Acid (AH), Rhizobium (RPCP) e Both (AH+ RPCP).
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Figura 3 Consumo de area foliar (%) de lagartas Chrysodeixis includens em plantas controle
e tratadas com Humic Acid (AH), Rhizobium (RPCP) e Both (AH+ RPCP). Médias seguidas
por “*’ diferem estatisticamente do tratamento controle pelo teste de Dunnett a 5% de
probabilidade.
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Figura 4 Teste com quatro chances de escolha feitas por lagartas Chrysodeixis includens por
plantas controle e tratadas com Humic Acid (AH), Rhizobium (RPCP) e Both (AH+ RPCP).
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Figura 5 Escolha hospedeira de B. tabaci por plantas controle e tratadas com Humic Acid
(AH), Rhizobium (RPCP) e Both (AH+ RPCP). As Médias seguidas por “**’ diferem
estatisticamente do tratamento controle pelo teste de Dunnett a 1% de probabilidade.
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Figura 6 Numero de ovos de Bemisia tabaci por tratamento com chance de escolha por
plantas controle e tratadas com Humic Acid (AH), Rhizobium (RPCP) e Both (AH+ RPCP).
Meédias seguidas por “*’ e “**’ diferem estatisticamente do tratamento controle pelo teste de

Dunnett com probabilidade de 1% e 0.1% respectivamente.
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Figura 7 Numero de ovos viaveis sem chance de escolha em plantas controle e tratadas com
Humic Acid (AH), Rhizobium (RPCP) e Both (AH+ RPCP). Médias seguidas por “*’ e “***’
diferem estatisticamente do tratamento controle pelo teste de Dunnett a 5% e 0.1%,
respectivamente de probabilidade.
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Figura 8 Desempenho de ninfas de mosca branca em plantas controle e tratadas com Humic
Acid (AH), Rhizobium (RPCP) e Both (AH+ RPCP). Médias seguidas por ‘*’ diferem
estatisticamente do tratamento controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.
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Figura 9 Numero de ovos depositados sem chance de escolha em plantas controle e tratadas
com Humic Acid (AH), Rhizobium (RPCP) e Both (AH+ RPCP). Médias seguidas por “*’
diferem estatisticamente do tratamento controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.
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Figura 10 Clorofila A mensurada em plantas de feijao controle e tratadas com Humic Acid
(AH), Rhizobium (RPCP) e Both (AH+ RPCP).
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Figura 11 Clorofila B mensuradas em plantas controle e tratadas com Humic Acid (AH),
Rhizobium (RPCP) e Both (AH+ RPCP).
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Figura 12 Biomassa da parte aérea de plantas controle e tratadas com Humic Acid (AH),
Rhizobium (RPCP) e Both (AH+ RPCP). Médias seguidas por “**’ diferem estatisticamente

do tratamento controle pelo teste de Dunnett a 1% de probabilidade.
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Figura 13 Biomassa das raizes de plantas controle e tratadas com Humic Acid (AH),
Rhizobium (RPCP) e Both (AH+ RPCP).
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