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RESUMO

ROCHA, Rita de Cassia Dosciatti Serrio. QUITOSANA NA INDUCAO DE RESISTENCIA
AO TOMBAMENTO DE PLANTULAS DE ESPECIES OLERICOLAS E NO CONTROLE
DE FITOPATOGENOS IN VITRO. 66 f. Tese — Programa de Pos-graduagdo em Agronomia,
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Pato Branco, 2015.

A inducdo de resisténcia é conceituada como a ativacdo de um estado de resisténcia contra
doencas, o qual € induzido sistemicamente em plantas pela utilizacdo de agentes bidticos ou
abidticos, sem qualquer alteracdo do genoma da planta, ocorrendo de maneira ndo especifica,
por meio da ativacdo de genes que codificam para diversas respostas de defesa vegetal. A
quitosana € um polimero derivado da desacetilacdo da quitina, encontrada em grande quantidade
na carapaga de crusticeos, sendo estudada com potencial para controle de fitopatégenos, tanto
por sua acdo fungistitica direta, quanto pela capacidade de induzir a defesa das plantas,
indicando a presenca de moléculas com caracteristicas elicitoras. Foram desenvolvidos trés
experimentos com objetivos de avaliar o potencial da quitosana na inducdo de resisténcia a
plantulas de beterraba (Beta vulgaris), tomate (Solanum lycopersicum) e pepino (Cucumis
sativus) e no controle de Fusarium sp., Rhizoctonia solani Kiihn e Pythium sp. em condigdes
in vitro. O delineamento experimental foi inteiramente casualisado, com quatro repeti¢des.
As sementes de beterraba, tomate e pepino foram submersas em solu¢do de quitosana por
20 minutos, nas concentracdes de 0,25; 0,5; 1 e 2% e na testemunha dgua destilada. As
sementes foram semeadas em bandejas de poliestireno expandido contendo substrato Plantmax
Florestal® previamente esterilizado e inoculado com Fusarium sp., Rhizoctonia solani Kiihn
e Pythium sp., respectivamente, para as trés culturas. O experimento foi conduzido por
14 dias em camara de cultivo com controle de temperatura (25 °C + 2 °C), luminosidade
(fotoperiodo de 12 horas) e umidade relativa (70% =+ 10%). As avalia¢des realizadas foram
emergéncia das sementes, tombamento de plantulas, comprimento de plantulas, massa da
matéria fresca e atividade das enzimas fenilalanina aménia-liase (FAL), quitinases e f-1,3-
glucanase. Foi avaliado também o crescimento micelial de Fusarium sp., Pythium sp. € R.
solani em meio de cultura B.D.A. (Batata-Dextrose e Agar) contendo quitosana nas mesmas
concentracdes avaliadas nas sementes. Na cultura da beterraba, o tratamento de sementes com
quitosana propiciou maior emergéncia e comprimento das plantulas, e reduziu o percentual
de tombamento. O tratamento com quitosana ativou a resisténcia sist€mica adquirida com
expressdo das enzimas quitinases e 3-1,3-glucanase. No tomate a quitosana na concentragcdo
de 0,25% favoreceu a emergéncia das plantulas, reduziu a incidéncia de tombamento e ativou
as enzimas FAL, quitinases e 3-1,3-glucanase. Em pepino, com concentra¢do de até 0,5%,
favoreceu a emergéncia das plantulas e reduziu a incidéncia de tombamento. A quitosana ativou
as enzimas FAL e f3-1,3-glucanase. A quitosana também apresentou ac¢ao fungistatica sobre
o crescimento inicial de Pythium sp. e Rhizoctonia solani Kiihn em condig¢des in vitro, no
entanto, tal acdo ndo prevaleceu até o término do experimento. Para Fusarium sp. o aumento
da concentragdo da quitosana resultou na reducdo do crescimento micelial in vitro.

Palavras-chave: Fungos, Tomate, Beterraba, Pepino, Inducdo de Resisténcia



ABSTRACT

ROCHA, Rita de Cassia Dosciatti Serrdo. = CHITOSAN IN THE INDUCTION OF
RESISTANCE TO TIPPING SEEDLINGS OF VEGETABLE CROPS AND CONTROL OF
PLANT PATHOGENS IN VITRO. 66 f. Tese — Programa de Pds-graduagcdo em Agronomia,
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Pato Branco, 2015.

Induction of resistance is defined as the activation of a state of resistance against diseases
which is induced systemically in plants by the use of biotic or abiotic agents without any
modification of the plant genome, occurring non-specific way, by activating genes coding for
various plant defense responses. Chitosan is a polymer derived from the deacetylation of chitin,
which is found in large quantities in crustacean shell, and studied with the potential to control
plant pathogens, both by its direct fungistatic action, as the ability to induce protection of
plants, indicating the presence of molecules of elicitoras characteristics. Three experiments
with objective of evaluating the potential of chitosan in the seedling resistance induction were
developed, beet (Beta vulgaris) seeds, cacumber (Cucumis sativus) seeds and tomato (Solanum
lycopersicum) seeds, and the control of Fusarium sp., Rhizoctonia solani Kiihn e Pythium sp. in
vitro conditions. The experimental design was completely randomized, with four replications.
Beet seeds, tomato and cucumber were submerged in chitosan solution for 20 minutes, in
concentrations of 0.25, 0.5, 1 and 2% in the control and distilled water. Seeds were sown
in trays containing Plantmax Florestal® substrate sterilized and inoculated with Fusarium sp.,
Rhizoctonia solani Kiinh and Pythium sp., respectively for the three cultures. The experiment
was conducted for 14 days in growth chamber with controlled temperature (25 °C + 2°C),
light (12 hour photoperiod) and humidity (70% =+ 10%). The evaluations were seed emergency,
seedling damping-off, seedling length, fresh weight and activity of the enzymes phenylalanine
amonia-liase (PAL), chitinase and f-1,3-glucanase. It was also rated the mycelial growth
of Fusarium sp., Pythium sp. and R. solani on P.D.A. (Potato-Dextrose and Agar) culture
medium containing chitosan at the same concentrations evaluated in seeds. For beet growing,
seed treatment with chitosan presented higher emergence and the length of the seedlings, and
reduced the percentage of tipping. Treatment with chitosan activated the systemic acquired
resistance with expression of chitinase and 3-1,3-glucanase enzymes. For the tomato crop in
chitosan concentration of 0.25% favored the emergency of seedlings, reduced the incidence of
tipping and activated the PAL enzymes, chitinase and f-1,3-glucanase. In cucumber on the
concentration of up 0.5% favored seedlings emergence and reduces the incidence of tipping.
Chitosan activated the PAL enzymes and 8-1,3-glucanase. Chitosan also presented fungistatic
action on the initial growth of Pythium sp. and R. solani in vitro conditions, however, such
action did not prevail until the end of the experiment. To Fusarium sp. the concentration of
chitosan resulted in the reduction of mycelial growth in vitro.

Keywords: Fungi, Tomato, Beet, Cucumber, Resistance Induction
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1 INTRODUCAO GERAL

Atualmente o Brasil € o maior consumidor de agrotéxicos do mundo (AMBIENTE,
2015). Os resultados do monitoramento do dltimo Programa de Andlise de Residuos de
Agrotéxicos em Alimentos - PARA (ANVISA, 2013), mostra que 36% das amostras de 2011
e 29% das amostras de 2012 apresentaram resultados insatisfatorios. De acordo com relatorio
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria - ANVISA (ANVISA, 2015) existem dois tipos de
irregularidades: (i) quando a amostra contém agrotéxico acima do Limite Maximo de Residuo
Permitido (LMRP); e (ii) quando a amostra apresenta residuos de agrotoxicos ndo autorizados
para o alimento pesquisado. Das amostras insatisfatorias, cerca de 30% se referem a agrotoxicos

que estao sendo reavaliados pela ANVISA.

Estes fatos, somado a crescente exigéncia do mercado por produtos vegetais de
qualidade, livres de contaminagcdo por microrganismos e residuos quimicos, intensifica as
pesquisas visando a exploracdo de produtos mais sauddveis (ALVES; PERINA, 2014).
Alternativas mais sustentdveis como a inducdo de resisténcia em plantas surgem com o
proposito de minimizar danos causados ao ambiente, estimulando respostas relacionadas aos
mecanismos de defesa naturais encontrados em plantas. A indugdo de resisténcia através de
elicitores mostra-se como alternativa vidvel e passivel de utilizacdo em sistemas organicos de

producdo (PIERO et al., 2014).

A inducido de resisténcia € conceituada como a ativacdo de um estado de resisténcia
contra doengas, induzido sistemicamente em plantas pela utilizacao de agentes externos bioticos
ou abidticos, sem qualquer alteracio do genoma da planta. Ocorrendo de maneira nao-
especifica, por meio da ativacdo de genes que codificam para diversas respostas de defesa
(STADNIK, 2000) (HAMMERSCHMIDT et al., 2001).

A RSA (Resisténcia Sistémica Adquirida) pode ser conceituada como um mecanismo
de defesa induzida por agentes bidticos ou abidticos ou infec¢do localizada por patégenos,
que confere protecdo a planta a um amplo espectro de microrganismos. Caracteriza-se pela

expressdo de genes que codificam diversas respostas de defesa a patdgenos nas plantas,
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tais como: (i) as proteinas relacionadas a patogenicidade (proteinas-RP), como quitinases e
glucanases; (ii) enzimas envolvidas na rota da sintese de fitoalexinas, como a fenilalanina
amonia-liase; (iii) acimulo de lignina em tecidos adjacentes ao local de penetracdo do
microrganismo (DURRANT; DONG, 2004).

A quitosana tem demonstrado potencial como indutor de resisténcia para o controle de
doencas em vérias plantas. A quitosana € um amino polissacarideo, derivado da desacetilagdo da
quitina, a qual se constitui na maior parte dos exoesqueletos dos insetos, crustaceos e da parede
celular dos fungos. E considerada, apés a celulose, como composto orginico mais importante
da natureza (AZEVEDO et al., 2007).

A quitosana age ligando-se a receptores presentes na membrana celular das plantas,
mimetizando o fenomeno de reconhecimento que ocorre em uma interacao incompativel entre
a planta e o patégeno (LABANCA, 2002). A quitosana pode inibir as proteinases, alterar
o metabolismo das fitoalexinas, promover a lignificacio (TERRY; JOYCE, 2004), induzir
a formacdo de compostos fendlicos (BAUTISTA-BANOS et al., 2006), ativar as enzimas
quitinases e f3-1,3-glucanase (GHAOUTH et al., 1992) (ZHANG; QUANTICK, 1998),
fenilalanina amoénia-liase (ROMANAZZI et al., 2006) e peroxidase (ZHANG; QUANTICK,
1997). Pode atuar ainda na inibi¢cao de enzimas de desestruturacdo da parede celular sintetizada
por fungos, como a poligalacturonase, pectinaliase e celulase, € nos compostos tais como acidos

organicos (oxdlico e fumaérico) e toxinas especificas, como alternariol (REDDY et al., 1998).

De uma forma geral, Devlieghere et al. (2004) citaram que a quitosana pode atuar
de trés formas distintas na protecdo das plantas: (i) inibindo o crescimento dos fungos,
principalmente se estes possuirem quitina como constituinte principal da parede; (i1) induzindo
a producdo da enzima quitinase; e (iii) elicitando a producdo de fitoalexinas pela planta. Na
agricultura, vérias pesquisas tém sido realizadas com a aplicac¢do de quitosana, em especial no
controle de podriddes pés-colheita de frutas e hortalicas (DUTTA et al., 2009). Ainda, recentes
pesquisas tem demonstrado seu efeito no controle de tombamento de plantulas pela ativacdo de
rotas de defesa vegetal (MAZARO et al., 2009) (FREDDO et al., 2012).

Tombamento de plantulas causa lesdes deprimidas nos tecidos vegetais jovens, que
provocam o fendilhamento ou constri¢do do caule e levam ao tombamento da muda. E causado
principalmente por fungos dos géneros Rhizoctonia, Pythium, Phytophthora, Colletotrichum,
Phoma, Fusarium, Helminthosporium, Cercospora e Botrytis, e pelas bactérias dos géneros

Xanthomonas e Pseudomonas (BEDENDO, 1995).

Dentre as espécies olericolas o tomate, a beterraba e o pepino, possuem perdas pelo

tombamento de plantulas na fase de producdo de mudas ou no inicio do cultivo a campo.
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O tomateiro € uma olerdcea amplamente difundida em todos os estados brasileiros, sendo
a segunda mais cultivada em drea no pais, superada somente pela batata-inglesa (Solanum
tuberosum) (MELO, 2012). Estimativas do Conselho Mundial de Processadores de Tomate
(WPTC - World Council Tomato Processors) indicam que o volume produzido globalmente
cresceu 16 % no ano 2014 em relacdo a 2013. Para o Brasil, a WPTC indica crescimento de
7%, com 1,6 milhdes de toneladas. Dentre os paises que exportam atomatados ao Brasil, o
maior aumento foi observado na China, de expressivos 43%, com a produgao passando para 5,5
milhdes de toneladas. A Itdlia, o Chile e os Estados Unidos, também registraram aumento na
producgdo, de 18% (4,8 milhdes de toneladas), de 16% (860 mil toneladas) e de 11% (12,4
milhdes de toneladas) (CARDOSO; SILVA, 2003). O Parand detém hoje 7% da produgao
nacional de tomate, sendo o quarto maior produtor, perdendo somente para Sdo Paulo, Goids e
Minas Gerais, segundo dados do Departamento de Economia Rural (DERAL) da Secretaria de
Estado da Agricultura e do Abastecimento (SEAb). Na safra 2014, plantada entre os meses de
agosto a janeiro, o Parand colheu 165,86 mil toneladas. A producdo do ano de 2015 devera ser
5% menor em relagdao ao mesmo periodo da safra anterior (DERAL, 2015). Anualmente varias
toneladas de tomate sdo deixadas de produzir devido a danos causados por doengas, sendo que
nos estagios inicias da cultura a doenga que mais causa perdas na produgdo € o tombamento de
plantulas ou damping-off, sendo na maioria dos casos causado pelo fungo Rhizoctonia solani
que é considerado um parasita primitivo e nao especializado, capaz de causar podridoes de
sementes e tombamentos de pré e pds-emergéncia em varias culturas em condi¢des ambientais

muito amplas (MICHEREFF et al., 2005).

O pepino (Cucumis sativus L.) € uma planta de origem Asidtica, sendo cultivado na
India hi mais de 300 anos, com boa adaptacdo e producio em ambientes protegidos e no
campo (FONTES, 2005). No Brasil tem sido evidenciada sua importancia, por ser um fruto
bastante apreciado e consumido sob a forma de fruto imaturo, em saladas e dentre outas formas
de consumo (CARDOSO; SILVA, 2003). Alguns produtores de hortalicas do Brasil cultivam
intensamente o pepino em ambientes protegidos desde a década de 80, porém, esta prética além
de contribuir para um aumento da produtividade e da qualidade, resulta também em problemas

relacionados a incidéncia de doengas, principalmente a patégenos de solo (COSTA et al., 2001).

Acredita-se que espécies silvestres de beterrabas (Beta vulgaris L.) tenham sido
originadas da regiio Mediterrdnea e do norte da Africa. Todavia sua distribuicio geogréfica
alcanca desde a India Oriental a Ocidental, indo em direcio oeste das Ilhas Candrias e costa
ocidental da Europa, incluindo Ilhas Britanicas e Dinamarca (FONTES, 2005). No Brasil seu
cultivo intensificou-se grandemente com a imigracao européia e asidtica. Nas ultimas décadas,

a area cultivada com essa hortalica tuberosa apresentou grande aumento, sobretudo no sudeste,
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onde se encontram 42% das propriedades produtoras (FONTES, 2005). No Parand a érea
plantada € de 3.527 ha, com uma producao de 92.881 toneladas (DERAL, 2015)

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial da quitosana na indugdo de resisténcia
ao tombamento de plantulas de beterraba (Beta vulgaris), tomate (Solanum lycopersicum) e
pepino (Cucumis sativus) e no controle de Fusarium sp., Rhizoctonia solani Kiihn, e Pythium

sp. em condicdes in vitro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A olericultura ¢ um ramo da horticultura que envolve a exploracdo de um grande
nimero de espécies de plantas, mais conhecidas como hortalicas, e que engloba culturas
folhosas, raizes, bulbos, tubérculos e frutos diversos, sendo uma alternativa rentavel para o
agronegocio do pais (MACHADO et al., 2007), além de serem parte integrante da dieta da
populacao mundial (MORETTTI, 2003).

O Brasil destaca-se mundialmente produzindo cereais, leguminosas e oleaginosas,
sendo que na safra de 2014, esta producdo atingiu mais de 190 milhdes de toneladas (IBGE,
2014). Durante todo o processo de producdo, em média de 14% ¢é perdido devido a doencgas
(AGRIQS, 2005), o que representaria mais de 26 milhdes de toneladas de produtos, em perdas.
As hortalicas pertencem ao grupo de alimentos conhecidos como reguladores ou protetores, por
serem ricos em vitaminas, sais minerais e fibras, nutrientes importantes para regular as funcdes
do corpo e protegé-lo contra varios tipos de doencas. O valor nutritivo varia de acordo com a
parte comestivel da planta. Entre os nutrientes fornecidos pelas hortalicas, estdo as vitaminas,
os minerais e as fibras, e com isso o consumo vem aumentando pela populacao por um hébito

mais saudavel de vida (EMATER, 2015).

Atualmente o Brasil € o maior consumidor de agrotoxicos do mundo (AMBIENTE,
2015). Contudo, a maior parte dos pesticidas € dispendiosa (NAIKA et al., 2006) o controle
quimico de doengas de plantas, pelo uso de fungicidas, € o mais utilizado, e em virtude do uso
incorreto destes produtos, ocorre contaminagdo ao meio ambiente, preservacao dos recursos
naturais e da populacido (GHINI; KIMATI, 2000). Assim observa-se o crescimento do sistema
de producgdo organica, que visa diminuir os efeitos adversos do uso de produtos quimicos no
ecossistema, por meio de métodos alternativos de controle de pragas e doencas, preservacao das
propriedades do solo, manejo de plantas daninhas, cobertura morta, adubagao verde e rotagcdo de
cultura (LUZ et al., 2007). Além de optar pela adocao de medidas preventivas com o objetivo de
dificultar a ocorréncia de fitopatégenos em niveis populacionais que causem danos econdomicos
ao invés de se utilizar medidas curativas, que sao usadas apenas quando as doencas ja ocorrem

em niveis economicamente indesejaveis (BETTIOL, 2015).
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As olericolas apresentam alta suscetibilidade a diversas doencas durante seu cultivo,
entre estas, o tombamento de plantulas, também chamado de damping-off que afeta tecidos
vegetais jovens, causando lesdes deprimidas que provocam fendilhamento ou constricio do

caule, levando ao tombamento da muda.

O tombamento de plantulas é causado principalmente por fungos do género

Rhizoctonia spp., Pytium spp., Fusarium spp. e bactérias dos géneros Xanthomonas spp. €
Pseudomonas spp. (BEDENDO, 1995).

O género Fusarium sp. apresenta espécies anamorficas e teleomorficas. Alguns
exemplos sdo anamorfo espisphaeria do teleomorfo Nectria episphaeria, anamorfo rigidiuscula
do teleomorfo Calonectria rigidiuscula nos quais as formas anamorficas e teleomorficas
(URBEN, 2009). A murcha de Fusarium, ou fusariose, causada pelo fungo Fusarium
oxysporum f.sp. vasinfectum ocorre no nordeste brasileiro desde 1935 e em, Sao Paulo, desde

1957/58, disseminando-se para outros estados (MENDES; URBEN, 2015).

Rhizoctonia sp. caracteriza-se por ndo produzir esporos durante a fase vegetativa,
ou seja, apresenta micélio estéril que ndo forma esporos assexuados. As hifas sdo
bem desenvolvidas, com septos transversais evidentes, ramificando-se de modo bastante
caracteristico, formando angulo reto em relagdo a hifa de origem. O micélio € vigoroso sendo
inicialmente hialino e evoluindo posteriormente para marrom escuro. O fungo produz estruturas
de resisténcia denominadas esclerddios de formato irregular, escuros e que produzem hifas ao

germinar (DOMINGUES; TOFOLI, 2008).

Os oomicetos dos géneros Pythium possuem hifas sem septos que formam um micélio
branco e esparso. Produzem estruturas reprodutivas sexuadas conhecidas como anteridios e
oogoOnios e assexuadas chamadas esporangios. Na reproducdo sexuada o oogdnio (estrutura
feminina) € fecundado pelo anteridio (estrutura masculina) dando origem ao odsporo. Na
reproducdo assexuada em Pythium, as hifas produzem os esporangios intercalar ou apicalmente,
sendo seu formato varidvel. Os esporangios formam vesiculas onde se diferenciam os zodsporos
biflagelados que, apds liberados, nadam, encistam e depois germinam para poderem penetrar
no hospedeiro (DOMINGUES; TOFOLI, 2008).

Para controlar o ataque desses principais fungos, muitos pesquisadores vém
desenvolvendo métodos de controle menos agressivos ao meio ambiente, procurando
demonstrar a eficiéncia de produtos animais e vegetais, principalmente a indugdo de resisténcia
envolvendo a ativacdo de mecanismos de defesa latentes existente nas plantas, ocorrendo
naturalmente como resultado de uma infeccao limitada do patégeno, quando a planta desenvolve

uma reacao de hipersensibilidade (LOON et al., 1998), ou também em resposta ao tratamento
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com agentes bidticos (microrganismos ou substancias de origem microbiana) e abidticos
(substancias de origem quimica) (BONALDO et al., 2005), sendo conhecida como resisténcia
sist€mica adquirida (“Systemic Acquired Resistance”, SAR) ou inducdo de resisténcia sistémica
(“Induced Systemic Resistance”, ISR) (HAMMERSCHMIDT et al., 2001), (GUZZO et al.,
2004).

A RSA se caracteriza pela manifestacao ou producao de um sinal liberado a partir do
sitio de infec¢do que provoca necrose e translocac@o destes sinais para outras partes da planta,
induzindo reacdes de defesa que protegera a planta contra agressdes subsequentes (WARD et
al., 1991). Também se caracteriza pela expressao de genes que codificam diversas respostas de
defesa a patdgenos nas plantas, tais como as proteinas relacionadas a patogenicidade (proteinas-
RP), como quitinases e glucanases; enzimas envolvidas na rota da sintese de fitoalexinas, como
a fenilalanina amoénia-liase; acimulo de lignina em tecidos adjacentes ao local de penetracdo

do microrganismo (DURRANT; DONG, 2004).

Os primeiros relatos de inducao de resisténcia foram descritos por Beauverie (1901)
e Ray (1901), no qual obtiveram indugdo de resisténcia em begdnias pelo uso de isolados
atenuados de Botrytis cinerea e relacionaram a indu¢do com as condicOes ambientais de
cultivo. Entretanto, o grande acontecimento ocorreu com a descoberta da inducdo de resisténcia
pelo professor Joseph Kué da Universidade de Lexington, Kentucky, EUA, quando em 1975
descreveu a ativacdo das defesas proprias de plantas de pepino apds uma pré-infeccao por um
patogeno (CASTRO et al., 2007).

No Brasil, os primeiros estudos foram desenvolvidos em 1970, no Instituto Bioldgico,
pela Dra. Walkyria B. C. Moraes em plantas de café contra Hemileia vastatrix, com o uso de
uredosporos inativados de H. vastatrix (BONALDO et al., 2005). Na indu¢do de resisténcia
existem vdrios indutores que sdo agentes de origem bidtica e abidtica, conforme seu modo
de acdo indutora capazes de ativar ou induzir qualquer resposta de resisténcia nas plantas
(SMITH, 1996). Estes agentes podem apresentar natureza quimica variada, demonstrando
a nao existéncia de caracteristica estrutural Unica na determinacdo da atividade elicitora
(STANGARLIN et al., 1998). Quando plantas sdo tratadas com indutores abidticos a rota dos
fenilpropandides € ativada (MEDEIROS et al., 2011) e abidticos (LANDI et al., 2014), portanto,
espera-se que em plantas com defesa induzida, além do beneficio de controle da doenca, os
frutos e graos colhidos contenham uma maior concentracao destas substancias e levam também

um maior beneficio para saide humana.

Quanto aos agentes abidticos foi demonstrado que diferentes compostos inorganicos

ou organicos nao relacionados estruturalmente induzem resisténcia em plantas ao ataque
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por insetos herbivoros e contra doengas causadas por nematoides, bactérias, fungos e virus
(HAMMERSCHMIDT et al., 2001). Entre os compostos inorganicos podem ser mencionados,
0 4cido B-aminobutirico (BABA), o acido salicilico (AS) e seus andlogos funcionais, como o
acido-dicloroisonicotinico (INA) e o acido benzo-(1,2,3)-tiadiazole-7 arbotidico (acibenzolar-
S-metil - ASM) (GUZZO et al.,, 2004). Os indutores de resisténcia ndo apresentam,
normalmente, acao antimicrobiana direta (GUZZO et al., 2004), (DURRANT; DONG, 2004),
mas atuam como moléculas sinalizadoras de respostas de defesa da planta. Ao serem
reconhecidas pelas células vegetais induzem a expressao de genes que codificam a sintese de
compostos de resisténcia, impedindo ou dificultando o estabelecimento e/ou desenvolvimento

do patdgeno e, consequentemente, reduzindo os sintomas da doenca.

Os mecanismos de defesa envolvidos incluem a resposta de hipersensibilidade;
alteracdes estruturais no tecido vegetal, como calose, lignificacdes e formacdo de papilas;
acumulo de substincias téxicas ao patégeno, como espécies ativas de oxigénio (EAOs),
fitoalexinas, ou proteinas relacionadas a patogénese (PR- Proteinas); fenilpropanoéides; produtos
do metabolismo secundério, como fenilalanina amdnia-liase (PAL) e peroxidases (DURRANT;
DONG, 2004), (CAVALCANTI et al., 2005), (RESENDE et al., 2007).

A fenilalanina amonia-liase (FAL) é uma enzima que catalisa a reacdo de conversao
de L fenilalanina em &cido trans cinamico. A FAL é uma enzima chave na rota dos
fenilpropandides estar envolvida na biossintese de compostos de polifendis, tais como os
flavondides e lignina em plantas. A atividade da FAL pode ser regulada por diversos
fatores, e embora presente constitutivamente nos tecidos vegetais, ¢ aumentada mediante a
maioria das infec¢des (LOON et al., 1998). Extratos de patégenos, como o fungo Fusarium
oxisporum € Phytophthora cactorum, usados como eliciadores, aumentam a atividade da FAL
(ORSOMANDO et al., 2003), (BROETTO et al., 2005).

As quitinases sdo enzimas que catalisam a hidrélise de quitina, um residuo linear
insolivel de N-acetil-glucosaminas unidas através de ligacdes -1,4 e possuem varios papéis
bioldgicos. Em microorganismos, as quitinases estdo envolvidas na morfogénese da parede
celular e nos processos nutritivos. Em plantas, elas parecem estar envolvidas na defesa contra
patégenos e a estresses abidticos. Evidéncias que suportam o papel das quitinases em plantas se
confirmam pelo fato de que durante a infeccao por patdgenos e sob o efeito de varias formas de
estresses do meio ambiente elas sdo induzidas. As afericdes de quitinases t€ém sido indicativos
como agente de controle efetivo contra fungos fitopatogénicos e insetos (EL-KATATNY et al.,
2001).

Cinco classes de quitinases de plantas t€ém sido propostas com base na similaridade
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das suas sequéncias de aminodcidos. A classe I de quitinases contém um dominio rico de
cisteina na regido do N-terminal envolvido na liga¢do da quitina e um peptideo no C-terminal
altamente conservado. Este tipo de quitinase é conhecido por existir em grande quantidade
nas monocotiledoneas e dicotiledoneas. As quitinases da classe /I tem alta similaridade de
sequéncia com as da classe I e sdo secretadas no apoplasto. A classe /1] ndo mostra identidade
de sequéncia com outras classes, mas parece estar mais proxima de enzimas de fungo envolvidas
na morfogénese. Tipicamente, elas sdo proteinas extracelulares e tém atividade de lisoenzima.
As classes IV tem significativa similaridade com as da classe I, pois contém um dominio
rico em cisteina e mostram o principal dominio catalitico da classe I, embora com duas
delecdes caracteristicas. Quitinases desta classe sdo extracelulares e tém sido identificadas
principalmente em dicotiledoneas. A classe V compreende um grupo de endoquitinases nao
relacionadas as outras quitinases de plantas. Estas possuem uma estrutura sequéncia primaria

que parece ter sido derivada durante a evolugdo de bactérias (EL-KATATNY et al., 2001).

Quitinases estdo altamente ligadas com o sistema de defesa das plantas contra
fitopatogenos, por isso tem sido demonstrado que quitinases de plantas sdo induzidas pelo
ataque de fungos ou pelo contato com algum elicitor, inibindo diretamente o crescimento do
fungo in vitro. As f-1,3-glucanases sdo proteinas abundantes distribuidas amplamente nas
espécies vegetais e possuem, dentre outras, a funcdo de defesa contra patdgenos invasores,
particularmente em sinergismo com quitinases, que degradam o homopolimero linear (f3-
1,4-N-acetilglucosamina, componente abundante da parede celular de muitos patégenos (EL-
KATATNY et al., 2001).

Endo f3-1,3 glucanases catalisam a hidrélise da unido de 3-1,3-D-glucosil em calose,
laminarina e em varios outros carboidratos encontrados em parede celular de fungos e plantas.
As diversas fungdes bioldgicas de glucanases tém sido relatadas por SIMMONS (1994). As f3-
1,3 glucanases estdo incluidas na familia de proteinas PR porque muitas formas sdao rapidamente
induzidas durante a invasdao de fungos. Geralmente, as glucanases desempenham um papel
importante na defesa da planta, pois digerem componentes da parede do fungo patogénico.
Estas enzimas sao também induzidas por uma variedade de fatores abioticos, mais notavelmente

o gés etileno e 4cido salicilico.

Em fungos, (-1,3-glucanases parecem ter diferentes fungdes, primeiro, um papel
fisiol6gico no processo morfogenético/morfolitico durante o desenvolvimento e diferenciagdao
do fungo. Segundo, relata-se que 3-1,3-glucanases tém sido utilizadas para a mobilizag¢do de
B-1,3-glucanas sob condigdes de exaustdo de fonte de carbono e energia, funcionando como

enzimas autoliticas. Finalmente, um papel nutricional em saprofitos e em micoparasitas tem
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sido sugerido (EL-KATATNY et al., 2001).

Dentre estas alternativas que vem sendo estudadas encontra-se a quitosana. Esta
substidncia € um polimero policatiénico —1,4 ligado a D-glucosamina definido como um
diacetilato de quitina, sendo um polissacarideo natural extraido da casca ou exoesqueleto de
crustdceos como camarao, caranguejo, lagosta (TAN et al., 1996). N- aceitil —D- glucosamina

possui efeito antimicrobiano, e a capacidade de formar géis (KHOR; LIM, 2003).

A quitosana tem demonstrado potencial como indutor de resisténcia para o controle de
doencas em vdrias espécies. A quitosana € um amino polissacarideo, derivado da desacetilagcdo
da quitina, a qual se constitui na maior parte dos exoesqueletos dos insetos, crusticeos e da
parede celular dos fungos. E considerada, apds a celulose, como composto organico mais
importante da natureza (AZEVEDO et al., 2007).

Quitosana na agricultura, tem sido aplicada como biofilme na preservacao de frutas,
legumes e sementes contra a deterioriza¢ao por microrganismos, para estimular o sistema imune
da planta, proteger a planta contra o ataque de patégenos (HERNANDEZ-LAUZARDO et al.,

2008) e favorecer o seu crescimento € consequentemente aumentar a producao vegetal

A quitosana € um polissacarideo que protege a planta da acdo fungos patogénicos,
ativando seus mecanismos de defesa. Essa substancia na planta estimula a producao de espécies
reativas de oxigénio; inibe a acdo de proteinases; altera o metabolismo das fitoalexinas; promove
a lignificag¢do; induz a formac¢ao de compostos fendlicos; ativa as enzimas quitinases, f3-
1,3-glucanases, fenilalanina amoénia-liase e peroxidase; e estimula o acimulo de proteinas
relacionadas a patogenicidade (STAMFORD et al., 2008). Durante a interacdo planta-
fitopatégeno, este biopolimero pode induzir a sintese de barreiras estruturais nos locais de
penetracdo do fitopatégeno no hospedeiro, como por exemplo, a suberizacio da célula vegetal
e a lignificacdo de alguns 6rgados da planta (BAUTISTA-BANOS et al., 2006).

A quitosana € um biopolimero de grande interesse para a agricultura, porque regula
a transcri¢do de genes envolvidos com a produc@o de enzimas ligadas a resisténcia da planta
as doencas e insetos. Quitosana diminui a incidéncia de tombamento de plantulas causado
por fungos de solo (MAZARO et al., 2009). Macas submersas em solucdes de quitosana
agiram positivamente contra o ataque do fungo Colletotrichum acutatum em podridao amarga
(FELIPINI; PIERO, 2009).

Quitosana reduziu a incidéncia e severidade do Mofo Cinzento causado por B. cinerea
em uvas, quando a quitosana 10 mg mL — 1 foi aplicada na forma de gotas sobre ferimentos

(ROMANAZZI et al., 2002). Também obtiveram resultados semelhantes quando a mesma dose
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de quitosana foi aplicada na forma de gotas sobre ferimentos em tomates, a inoculacdo com

Penicillium expansum eB. cinerea.

OH et al. (1998) sugeriram que a quitosana tem um duplo efeito na interacdo patogeno-
hospedeiro, a atividade antifingica e a ativacdo das respostas de defesa da planta, como a
producdo de enzimas. (BAUTISTA-BANOS et al., 2006) observaram que quitosana 2 e 3%
tem efeito fungicida sobre o fungo Colletotrichum gloeosporioides em teste in vitro, assim
como o controle da antracnose em frutos de mamao quando tratados com 1,5% de quitosana.
Resultados positivos com 0 uso de quitosana também foram reportados para o controle de
Botrytis cinerea em uvas e morangos (BARKA et al., 2004) e para Puccinia arachidis, em
amendoim (SATHIYABAMA; BALASUBRAMANIAN, 1998).

Através das pesquisas realizadas nos ultimos anos, a quitosana tem demonstrado
um potencial para ser aplicada na agricultura favorecendo o aumento da producdo vegetal.
Estd confirmado a capacidade deste polissacarideo na indugdo de resisténcia nas plantas e
no biocontrole de alguns microrganismos fitopatogenos, sendo deste modo uma alternativa na
substituicao dos pesticidas quimicos que, ao contrario da quitosana, sdo prejudiciais ao meio
ambiente. Entretanto, mais pesquisas sdo importantes e necessarias para reforcar a capacidade
do uso da quitosana na agricultura como uma alternativa que substitua ou complemente os
métodos atuais, otimizando-os de modo que seja alcancado um resultado positivo para o
aumento da produtividade agricola, sem subestimar a preocupag¢do com a qualidade ambiental

e de vida do ser humano.
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3 QUITOSANA NA INDUCAO DE RESISTENCIA AO TOMBAMENTO DE
BETERRABA E NO CONTROLE DE Fusarium sp. IN VITRO

3.1 RESUMO

A cultura da beterraba apresenta suscetibilidade a diversas doencas durante seu cultivo,
entre estas, o tombamento de plantulas. A quitosana € um produto obtido a partir da quitina
oriunda de crusticeos, que tem despertado interesse pelo seu efeito na inducao de resisténcia
em plantas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial da quitosana na inducdo de
resisténcia a plantulas de beterraba (Beta vulgaris L.) e no controle de Fusarium sp. in
vitro. As sementes de beterraba foram submersas em solu¢do de quitosana por 20 minutos,
nas concentragdes de 0,25; 0,5; 1 e 2% e 4gua destilada na testemunha. As sementes foram
semeadas em bandejas de poliestireno expandido contendo substrato inoculado com Fusarium
sp., € mantidas em camara de crescimento com fotoperiodo de 12h e temperatura de 25 °C +
2 °C por 14 dias. Apos este periodo, foi avaliado a emergéncia das sementes, tombamento de
plantulas, comprimento de plantulas, massa da matéria fresca e atividade das enzimas (FAL),
quitinases e 3-1,3-glucanase. Foi avaliado também o crescimento micelial de Fusarium sp. em
meio de cultura B.D.A. (batata-dextrose-dgar) contendo quitosana, nas mesmas concentracoes
testadas nas sementes. O tratamento de sementes com quitosana propiciou maior emergéncia e o
comprimento das plantulas e reduziu o percentual de tombamento. O tratamento com quitosana
também ativou a resisténcia sistémica adquirida com expressdo das enzimas quitinases e f3-
1,3-glucanase. O aumento da concentracdo da quitosana resultou na reducdo do crescimento
micelial de Fusarium sp. in vitro.

Palavras-chave: Damping-off. Fenilalanina-amonia-liase. Quitinases. 3-1,3-glucanase.

3.2 ABSTRACT

CHITOSAN ON RESISTANCE INDUCTION TO THE BEET TIPPING AND
CONTROL Fusarium sp. IN VITRO

The beet growing has susceptibility to various diseases during cultivation, among these, the
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tipping seedlings. Chitosan is a product obtained from chitin originating from the shellfish,
which has attracted attention for their effect on the induction of resistance in plants. The
objective of this study was to evaluate the potential of chitosan in beet seedlings resistance
induction (Beta vulgaris) and the control of Fusarium sp. in vitro. Beet seeds were submerged
in chitosan solution for 20 minutes in concentrations of 0.25; 0.5; 1.0 and 2.0% and distilled
water in control. The seeds were sown in polystyrene trays containing substrate inoculated
with Fusarium sp., And maintained in a growth chamber with a photoperiod of 12 hours and a
temperature of 25 °C 4 2 °C for 14 days. After this period, it was evaluated seed germination,
seedling damping-off, seedling length, fresh weight and activity of the enzyme phenylalanine
ammonia-lyase (PAL), chitinase and f3-1,3-glucanase. It was also rated the mycelial growth
of Fusarium sp. in culture medium PDA (potato-dextrose and agar) containing chitosan at the
same concentrations tested in seeds. Seed treatment with chitosan presented higher emergence
and seedlings length and reduced the percentage of tipping. Treatment with Chitosan also
activated the systemic acquired resistance with expression of chitinase and f3-1,3-glucanase
enzymes. Increasing the concentration of chitosan resulted in reducing the mycelial growth of
Fusarium sp. in vitro.

Keywords: Damping-off. Phenylalanine ammonia-lyase. Chitinases. 3-1,3-glucanase.

3.3 INTRODUCAO

A beterraba é uma olericola de raiz tuberosa origindria da Europa e Norte da Africa,
pertencente a familia Quenopodidcea. Apresenta elevado consumo no mundo, ocupando lugar
de destaque entre as hortalicas, principalmente pelo seu valor nutritivo, sobretudo rica em
diversos minerais e vitaminas. Além de possuir propriedades medicinais (FERREIRA et al.,
1993).

No Brasil a beterraba é uma das principais hortali¢as cultivadas ocupando a 12%
posicao, sendo que nas ultimas décadas, a area cultivada com essa hortalica tuberosa apresentou
grande aumento, sobretudo no Sudeste, onde se encontram 42% das propriedades produtoras
(FONTES, 2005). No Parand a drea plantada € de 3.527 ha, com uma producdo de 92.881
toneladas (DERAL, 2015).

Apesar do grande potencial produtivo, a cultura possui algumas limitagdes quanto ao
ataque de doencgas. Entre elas, de grande importancia, o tombamento de plantulas, que dificulta
o processo de producdo de mudas e a estabilizacdo da cultura a campo na fase inicial. O
tombamento de plantulas ou também denominado “damping-off” € um dos maiores problemas

das doencas de plantas, o seu controle ou prevencao € dificultado pelo envolvimento de muitos
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patogenos que atuam isoladamente ou combinados a uma grande diversidade de espécies

vegetais, podendo atingir mais de 80 culturas em casa de vegetacao (STEPHENS et al., 1981).

Caracteriza-se por ser uma doenga que ataca a cultura na fase de plantulas, podendo
ocorrer na pré e pds-emergéncia. No primeiro caso, os cotilédones sdo atacados antes de
emergirem e, no segundo os patégenos atingem a plantula ja emergida. O ataque ocorre na
regido do colo provocando o fendilhamento e morte da plantula. Os fungos causadores do
tombamento, na sua grande maioria estao presentes no solo, com atividade saprofitica ou através
de estruturas de resisténcia. Seus propagulos sdo disseminados através da dgua de irrigacdo,
ventos ou particulas de terra aderidas a implementos agricolas. A penetracdao desses fungos se
da diretamente através das paredes celulares da epiderme da raiz ou hipoc6tilo com subsequente

danos aos tecidos e surgimento da doenca (KRUGNER, 1995).

Entre os fungos de grande importancia, encontra-se o Fusarium sp. O género inclui
uma série de espécies patdgenas de vegetais com importancia econdmica. O Fusarisum sp. €
caracterizado pelo seu crescimento rapido, colonias com coloracdo pélida ou colorida (violeta
a purpura escuro ou do creme a laranja), com micélio aéreo e difuso. Na fase assexuada produz
esporos, que podem ser microconidios € os macroconidios. J4 os estagios sexuais de Fusarium
sp. sdo ascomicetos; o esporo sexual € o ascOsporo. Na cultura da beterraba ja foram descritos
diversas espécies de Fusarium sp., com destaque para o F. solani e F. oxysporium (MENDES;
URBEN, 2015).

No controle do tombamento, além de medidas culturais, o tratamento de sementes
¢ o método mais empregado, sendo para isto utilizados fungicidas quimicos. No entanto,
considerando a grande demanda por produtos naturais, € a preocupacdo com a seguranca
ambiental, a busca por métodos alternativos de controle de fitopatégenos vém tomando grande
importancia entre os pesquisadores e produtores. Nesse sentido a inducdo de resisténcia,
apresenta grande importancia, pois utiliza produtos bidticos ou abidticos no processo de
ativacdo dos mecanismos de defesa das plantas contra patdégenos e insetos. Estes indutores
ativam uma série de genes relacionados a defesa vegetal, responsdveis pela producdo de

compostos antimicrobianos, bem como ativadores de proteinas relacionadas a patogénese
(Proteinas-RP) (DURRANT; DONG, 2004).

Entre os indutores abidticos, destaca-se a quitosana que tem demonstrado potencial
para o controle de doencas em varias plantas de importancia econdmica. A quitosana € oriunda
da quitina, sendo que a quitina é um polissacarideo constituido por uma seqii€éncia linear de
N-acetilglucosamina, com estrutura semelhante a da celulose (SIGNINI, 2002). A quitina tem

como principais fontes naturais as carapagas de crusticeos, notadamente caranguejo, camarao e
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lagosta, que representam 15-20% da quitosana e tem sido proposta como material atraente para
usos diversos, principalmente em engenharia, biotecnologia, medicina e mais recentemente na

agricultura.

Em termos agricolas, a quitosana tem sido pesquisada para determinar seu potencial
no aumento da tolerancia de plantas a estresses (LEE et al., 1999) e na ativacdo de respostas de
defesa, de forma a se protegerem as espécies vegetais contra microrganismos fitopatogénicos
(BENHAMOU, 1996). Em pepinos, houve controle da podridao de raizes causada por Pythium
aphanidermatum, indugdo de respostas de defesas, incluindo a indug@o de barreiras estruturais
nos tecidos das raizes e estimulo das hidrolases (quitinases e 3-1,3-glucanase) tanto nas raizes

como nas folhas, além de nao ter causado fitotoxidade na planta (GHAOUTH et al., 1994).

Em tratamento de sementes, existem poucas pesquisas, entre elas a desenvolvida por
Freddo et al. (2012), que observaram que a aplicacdo de quitosana em sementes de acicia,
foram favordveis a emergéncia e ao desenvolvimento das plantulas. Pastucha (2008) verificou
que a quitosana quando aplicada nas sementes, € no inicio da antese foi mais eficiente em
inibir infec¢des na soja em comparagdo com a aplicacdo da quitosana apenas no periodo
de desenvolvimento da soja. O trabalho sugere que estas aplicagdes protegem as sementes

germinadas das infec¢des por fungos do solo.

Considerando a importancia do tombamento de plantulas em beterraba, o potencial
da quitosana como indutor de resisténcia, a necessidade de pesquisas para buscar métodos
alternativos e a inexisténcia de trabalhos que avaliaram a quitosana no tratamento de sementes
de beterraba, este trabalho apresenta a pesquisa desenvolvida com o objetivo de avaliar o
potencial da quitosana na inducdo de resisténcia a plantulas de beterraba e no controle de

Fusarium sp. in vitro.

3.4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos na Universidade Tecnoldgica Federal do Parana,
Campus Dois Vizinhos. A etapa de cultivo foi conduzida em uma camara controlada (sistema
fitotron), instalada no Laboratdrio de Fisiologia Vegetal e o crescimento micelial no Laboratério
de Fitopatologia na mesma Instituicdo, no ano de 2014. As sementes utilizadas no experimento
foram oriundas do estado do Rio Grande do Sul, da empresa Isla®. As variedades sdo beterraba
Maravilha (50g) com 99% de poder de germinacdo, sem adicao de agrotoxicos. As solugdes
de quitosana foram preparadas com material oriundo de farmécia de manipula¢do, com 98%

de pureza do produto, a qual foi diluida em solugdo contendo acido acético a 1%, ajustadas
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as concentracdes com agua destilada (0,25; 0,5; 1,0 e 2,0%). O tratamento das sementes
foi realizado, com imersdo em solug¢do de quitosana por 20 minutos, sendo para testemunha
somente dgua destilada. Em seguida foram semeadas em bandejas de poliestireno expandido
contendo o substrato Plantamax Florestal® previamente esterilizado e inoculado com Fusarium
sp.. Cada repeticdo foi constituida por 20 cé€lulas, onde cada célula recebeu uma semente tratada
com o indutor. O micélio de Fusarium sp., foi previamente inoculado em sementes de trigo
autoclavadas, sendo mantidos em incubadora B.O.D. (demanda bioquimica de Oxigénio). Essas
sementes de trigo contaminadas com Fusarium sp., foram utilizadas como veiculo contaminante

1

ao substrato esterilizado, na propor¢do de 10 g.kg™ . Os indculos foram incorporados ao

substrato trés dias antes de receber as sementes.

As bandejas foram mantidas na camara de cultivo, com as dimensdes de 2,50 m de
comprimento, 2,50 m de largura e 2,50 m de altura, com controle temperatura (25 °C + 2
°C), luminosidade (fotoperiodo de 12 horas) e umidade (70% + 10). Apds 14 dias finalizou-
se o experimento, analisando as varidveis: (i) emergéncia das sementes; (i) incidéncia de
tombamento; (iii) comprimento de plantula; e (iv) massa da matéria fresca. Nos tratamentos
testemunha e na concentracdo de quitosana (1%) foram também quantificados, nos tecidos das
plantulas, os teores das enzimas FAL, 3-1,3-glucanase e quitinases, sendo que as amostras
foram constituidas por 0,5 g de plantas mescladas entre todas as partes do vegetal (folhas,
talo e raizes), as quais foram imediatamente, apés a coleta, congeladas e armazenadas, até as

avaliagdes.

A emergéncia foi avaliada considerando-se o numero de plantulas emergidas, em
relacdo ao numero total da repeticao (20 sementes) e os dados expressos em percentual de
emergéncia. Para o percentual de tombamento foi considerado o nimero de plantulas que
apresentaram sintomas da doenga. O tamanho de plantulas foi determinado com auxilio de
um paquimetro (mm). A producdo de massa de matéria fresca total (parte aérea e raizes) das
plantulas foi avaliada considerando o peso de massa fresca, sendo que antes das pesagens as

raizes foram lavadas e a massa determinada em gramas na balancga de precisao.

A determinagdo da atividade da FAL foi por quantificagdo colorimétrica do 4cido
trans-cinamico liberado do substrato fenilalanina, conforme metodologia descrita por KUHN
(2007), com adaptacdo, onde se utilizou 0,25 g da amostra macerada em 3,0 mL do tampao
TRIS-HCI pH 8,0. Este extrato foi acondicionado em tubos ependorfe e centrifugado por 10
minutos, a 4 °C e em 6000 RPMs. Apés, foi transferido uma aliquota de 200 uL para tubo
de ensaio, acrescentando-se mais 3,0 mL do tampao de extracdo. A solucgdo foi agitada em

vortex, obtendo-se assim, o extrato enzimatico. Deste extrato, 1,5 mL foi transferido para outro
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tubo de ensaio, com mais 1,0 mL do tampao de extracao e 0,5 mL de fenilalanina. Novamente,
esta solugdo foi agitada em vortex para homogeneizagdo. Apds isso, os tubos foram incubados
em banho-maria por 45 minutos a 40 °C. Depois de retirados deste processo, os tubos foram
colocados em banho de gelo por 5 minutos para interromper a reagcdo e assim poder ser realizada

a leitura em espectrofotometro a 290 nm.

Para dosagem das atividades de quitinase e f-1,3-glucanase seguiram-se o0s
procedimentos descritos por Wirth e Wolf (1992), com adequagdes, sendo que as amostras
foram maceradas em 2,0 mL de tampao acetato 100 mM ( pH 5, 0), com posterior centrifugacao
(20.000 g por 25 min., a -4 °C). O sobrenadante foi coletado e utilizado para a avaliacdo da
atividade das enzimas. A atividade enzimatica da quitinase foi avaliada através da liberacao de
fragmentos soluveis de “chitin-azure”, a partir de quitina carboximetilada marcada com remazol
brilhante violeta (Sigma Aldrich®). Para determinacio espectrofotométrica das atividades
de B-1,3-glucanase nos extratos foi utilizado como substrato curdlan-remazol azul brilhante
(Sigma Aldrich®) 4 mg.ml~!.

O experimento de crescimento micelial foi realizado no Laboratério de Fitossanidade
da UTFPR, Campus Dois Vizinhos, sendo utilizadas as concentracdes de 0,25; 0,5; 1,0 e 2,0 %
de quitosana, além de uma testemunha contendo somente B.D.A.. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado com quatro repeti¢des, sendo a unidade experimental
composta por uma placa de Petri®. A quitosana foi diluida com dcido acético 1% e entio, ficou
por 12 horas em banho-maria a 60 °C, em seguida foi incorporada ao meio de cultura B.D.A.,
nas concentragdes de 0,25; 0,5; 1,0 e 2,0%. A seguir, o meio de cultura foi vertido em placas
de Petri®, em ciAmara de fluxo laminar. Apés a solidificacio do meio, foram colocados discos
com 10 mm de didmetro, contendo o micélio do Fusarium sp., nas placas. Posteriormente,
as placas foram mantidas em B.O.D. a temperatura de 25 °C 4+ 1 °C e fotoperiodo de 12
horas. O crescimento micelial foi acompanhado durante 26 dias apds a incubag¢do em B.O.D,
sendo finalizado neste periodo devido as placas de Petri® terem suas bordas atingidas pelo

crescimento micelial de Fusarium sp..

Os dados foram submetidos a anélise de variancia (p < 0,05), e quando significativos,
foram submetidos a andlise de regressdo, sendo adotado um nivel de 5% de significancia,
utilizando o programa ASSISTAT (SILVA; AZEVEDO, 2009).
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3.5 RESULTADO E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que a aplicagdo de quitosana interferiu positivamente nos
parametros emergéncia, conforme apresentado na Figura 1A, incidéncia de tombamento na
Figura 1B e comprimento de plantulas na Figura 1C. O maior percentual de emergéncia ocorreu
na concentragdo de 1% de quitosana, acima de 90% de plantulas emergidas e com menor
percentual de danos por tombamento. Ja na testemunha o percentual de emergéncia limitou-
se a 65% (Figura 1A). Tais dados estdo diretamente relacionados ao percentual de incidéncia de
tombamento, sendo que na concentracdo de 1% foi abaixo de 10%, ja na testemunha ficou
em 35% (Figura 1B). Isso demonstra que as plantulas que ndo foram contabilizadas como

germinadas apresentaram tombamento.
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Figura 1: Emergéncia (A), incidéncia de tombamento (B) e comprimento (C) de plantulas de beterraba
submetidas ao tratamento de sementes com diferentes concentracoes de quitosana. Dois Vizinhos-PR, 2014
Fonte: Autoria prépria.
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Tal efeito da quitosana sobre a redugdo da incidéncia de tombamento pode estar
relacionado a dois fatores, o de indugdo de resisténcia e o efeito direto sobre o patégeno. Na
inducdo de resisténcia a quitosana atua ativando rotas de defesa vegetal, como as fitoalexinas,
a formagdao de compostos fendlicos, promovendo a lignificacdo, ativando as peroxidases,
fenilalanina amonia-liase e as enzimas quitinases e 3-1,3-glucanase (BAUTISTA-BANOS et
al., 2006), (TERRY; JOYCE, 2004), (ZHANG; QUANTICK, 1998). Em um trabalho avaliando
o efeito da quitosana na inducdo de resisténcia a Fusarium oxysporum em plantas de caupi,
verificou-se a reducdo da severidade da doenca e aumento da atividade da FAL e f-1,3-
glucanase (RODRIGUES et al., 2006). Em trabalho desenvolvido por Freddo et al. (2012),
em tratamento de sementes de acdcia negra, com quitosana, nas concentracoes de 0,6% a 0,9%,
o tombamento foi reduzido e o desenvolvimento inicial das plantulas acelerado, bem como
observou-se a ativacdo da FAL. Ainda, Liu et al. (2007) observaram o efeito direto sobre o

patogeno atuando na redugdo do crescimento micelial e sobre o esporo.

Em relacio ao comprimento de plantulas, mostrado na Figura 1C, a quitosana
promoveu um maior crescimento das plantulas, no entanto, tal fato nio resultou em um
aumento da massa da matéria fresca, haja visto que nio ocorreu diferenca significativa entre
os tratamentos, com valor médio de massa de matéria fresca de 0,58 g/planta. Tais dados
demonstram que quitosana no tratamento de sementes niao causa danos as plantulas, o que
poderia ser um fator desfavordvel caso tivesse ocorrido efeito fitotoxico nas mesmas. Ainda,
o aumento no tamanho das plantulas, pode estar relacionado a ativagdo por quitosana do
metabolismo primdrio ou a alteragdo de algum hormoénio relacionado ao crescimento vegetal,
parametros que nao foram quantificados neste trabalho. Esse estimulo, pode ter resultado no
aumento do comprimento de plantulas. Outro fator importante, € a ndo ocorréncia de perdas
metabdlicas para defesa vegetal, o que poderia resultar na redu¢do do tamanho de plantulas,
que, conforme afirmam Heil et al. (2000), a producdo de proteinas-RP podem competir com
proteinas necessdrias aos processos basicos da planta, podendo comprometer o crescimento e

desenvolvimento dela.

Na Figura 2, pode-se observar a atividade das enzimas quitinases, f3-1,3-glucanase e
FAL. Os dados mostraram que a quitosana atuou ativando as quitinases (Figura 2A) e as 3-1,3-
glucanase (Figura 2B). No entanto, interferiu negativamente sobre a atividade da FAL (Figura
20).

Esse resultado comprova o efeito de quitosana na ativacdo da Resisténcia Sist€émica
Adquirida. As Proteinas-RP (quitinase e 3-1,3-glucanase) possuem agdo direta, prevenindo

a penetragdo de patégenos, por acdo de degradacdo das quitinas e glucanas presentes na
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Figura 2: (A) Atividade da enzima quitinase, (B) Atividade da enzima (3-1,3-glucanase, (C) Atividade da
enzima fenilalanina amonia-liase, a partir de plantulas de beterraba submetidas ao tratamento de sementes

de quitosana. Dois Vizinhos-PR, 2014.
Fonte: Autoria propria.

parede celular dos patogenos (DURRANT; DONG, 2004). Em experimento realizado por
PIERO e GARDA (2008), com quitosana avaliando o controle da antracnose (Colletotrichum
lindemuthianum) em feijoeiro-comum, observaram que a quitosana ativou a defesa das plantas,
aumentando a atividade da enzima f-1,3-glucanase e reduzindo a severidade da antracnose.
Também foi observado que com a aplicagdo da quitosana em feijoeiro, o metabolismo
relacionado a resisténcia das plantas foi alterado e provocou o aumento na atividade de f3-

1,3-glucanase, em folhas previamente tratadas.

Em rela¢do ao comportamento da FAL, que apresentou um valor inferior ao tratamento
com quitosana, pode-se considerar que a rota metabdlica de defesa vegetal seja preferencial

para as PR-proteinas quitinase e f3-1,3-glucanase. Em detrimento disto, ocorre uma redugio
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da atividade da rota dos fenilpropanodides. Ainda, existe a possibilidade de a enzima ter sido
ativada, anterior a0 momento da avaliacdo, pois a quantifica¢do foi realizada somente no final
do experimento, com 14 dias. Sugerem-se, novos estudos com avaliagdo do comportamento
enzimatico no decorrer do tempo do experimento, o que permitird um estudo do comportamento

da ativacao da enzima.

Os resultados do experimento de crescimento micelial demonstraram que o aumento
da concentracdo da quitosana resultou em uma reducdo do crescimento micelial de Fusarium

sp., que pode ser observado na Figura 3.
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Figura 3: Crescimento micelial de Fusarium sp. submetidos a aplicacdo de concentrac¢des crescentes de
quitosana. Dois Vizinhos-PR, 2014.

Fonte: Autoria prépria.

Tal efeito evidencia o potencial da quitosana na ac¢do fungistitica, o que havia sido
observado por Liu et al. (2007), onde os autores trabalharam com os fitopatégenos, B. cinerea
e Penicillium expansum, e verificaram que houve inibi¢do do crescimento micelial do primeiro
fungo a partir da concentracao de 0,25% do polissacarideo e reducdo inversamente proporcional
ao aumento da concentracdo para o segundo patdgeno. PIERO e GARDA (2008), verificaram
que além da inibi¢io do crescimento micelial nas concentracdes de 1 a 5 mg mL™!, a
quitosana suprimiu a germinacao de conidios de Colletotrichum lindemuthianum, agente causal
da antracnose feijao. Em trabalho realizado por Maia et al. (2010) a aplicacdo de quitosana
na maior concentracio 300 mgL~!, obteve efeito fungistitico sobre o fungo E. ampelina,

demonstrando potencial de utiliza¢do no controle da antracnose da videira.

Em uma avaliacio conjunta dos dados obtidos nos dois trabalhos, tanto no tratamento
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de sementes, como no in vitro, permite-se afirmar que o emprego de quitosana no tratamento
de sementes de beterraba reduz o tombamento de plantulas e que tal resultado esté relacionado
ao processo de indugdo de resisténcia ativando as enzimas quitinases e 3-1,3-glucanase, € que

ainda tal efeito no controle da doencga esta associado ao seu efeito fungistatico.

3.6 CONCLUSOES

A quitosana atua na inducdo de resisténcia reduzindo o tombamento de plantulas
de beterraba ativando as enzimas relacionadas a patogenicidade, as quitinases e as [-1,3-

glucanases.

A quitosana atua no controle de Fusarium sp. in vitro com acao fungistatica.
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4 QUITOSANA NA INDUCAO DE RESISTENCIA AO TOMBAMENTO DE
PLANTULAS DE PEPINO E NO CONTROLE DE Pythium sp. IN VITRO

4.1 RESUMO

O pepino € uma hortalica com expressiva participacio na producao agricola do Brasil.
Devido a necessidade de maiores rendimentos das culturas, torna-se cada vez mais comum
a utilizagdo de produtos quimicos no controle das doencas. Tais produtos tornam o pepino,
uma das hortalicas que aparecem com alta contaminacdo por agrotoxicos. Nesse sentido,
métodos alternativos no controle de fitopatégenos, vém sendo estudados e demonstrando bons
resultados. Dentre estes produtos a quitosana, um indutor de resisténcia de origem abidtica
apresenta potencial no tratamento de sementes para o controle de fitopatégenos causadores
de tombamento de plantulas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial da quitosana na
inducdo de resisténcia ao tombamento de plantulas de pepino (Cucumis sativus L.) e no controle
de Pythium sp. in vitro. As sementes de pepino foram submersas em solu¢cdo de quitosana
por 20 minutos, nas concentragdes de 0,25; 0,5; 1 e 2% e na testemunha dgua destilada. As
sementes foram semeadas em bandejas de poliestireno expandido contendo substrato inoculado
com Pythium sp., e mantidas em camara de crescimento com fotoperiodo de 12h e temperatura
de 25 °C + 2°C por 14 dias. Apo6s este periodo, foi avaliado a emergéncia das sementes,
tombamento de plantulas, comprimento de plantula, massa da matéria fresca e a atividade
das enzimas FAL, quitinase e f3-1,3-glucanase. Foi avaliado também o crescimento micelial
de Pythium sp. em meio de cultura B.D.A. (batata-dextrose e dgar) contendo quitosana, nas
mesmas concentracdes testadas nas sementes. A quitosana quando aplicada em tratamento de
sementes de pepino na concentracdo de até 0,5% favorece a emergéncia das plantulas e reduz a
incidéncia de tombamento. A quitosana ativa as enzimas FAL e f3-1,3-glucanase relacionadas
a defesa vegetal de plantulas de pepino. A quitosana apresenta acdo fungistitica sobre o
crescimento inicial de Pythium sp. em condi¢des in vitro, no entanto, tal acdo ndo prevaleceu
até o término do periodo avaliado.
Palavras-chave: Fenilalanina-amoénia-liase. Quitinases. f3-1,3-glucanase. Indutores de

resisténcia. Fitopatégenos.
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4.2 ABSTRACT

CHITOSAN IN THE INDUCTION OF RESISTANCE TO TIPPING CUCUMBER
SEEDLINGS AND CONTROL OF Pythium sp. IN VITRO
Cucumber is a vegetable with a significant share of agricultural production in Brazil. Due to the
need for higher crop yields increasingly it becomes common to use chemicals in disease control.
Such products make cucumber, one of the vegetables that appear with high contamination by
pesticides. In this sense, alternative methods to control plant pathogens, have been studied and
shown to work elsewhere. Among these products chitosan an abiotic origin of resistance inducer
has potential for seed treatment for the control of plant pathogens causing seedling damping-off.
The objective of this study was to evaluate the potential of chitosan in the induction of resistance
to tipping cucumber seedlings (Cucumis sativus) and in control of Pythium sp. in vitro. The
cucumber seeds were submerged in chitosan solution for 20 minutes in concentrations of 0.25;
0.5; 1.0; 2.0% and distilled water in control. The seeds were sown in polystyrene trays
containing substrate inoculated with Pythium sp., And maintained in a growth chamber with
a photoperiod of 12 h and a temperature of 25 °C 4+ 2°C for 14 days. After this period, it
was evaluated seed germination, seedling damping-off, seedling length, fresh weight and the
activity of enzymes PAL, chitinase and f3-1,3-glucanase. It was also rated the mycelial growth
of Pythium sp. in culture medium PDA (potato-dextrose and agar) containing chitosan at the
same concentrations tested in seeds. Chitosan when applied in treatment of cucumber seeds in
the concentration of up to 0.5% favors the emergence of seedlings and reduces the incidence
of tipping. The active chitosan the PAL enzymes and f3-1,3-glucanase relacionadass the plant
defense cucumber seedlings. Chitosan has fungistatic action on the initial growth of Pythium
sp. in vitro conditions, however, such action did not prevail until the end of the study period.
Keywords: Phenylalanine ammonia-lyase. Chitinases. f3-1,3-glucanase. Resistance inducers.

Plant pathogens.

4.3 INTRODUCAO

O pepineiro € cultivado em praticamente todos os paises, principalmente pelo valor
alimenticio de seus frutos (ROBINSON; DECKER-WALTERS, 1999). No Brasil, as cultivares
de pepino sdo divididas em pepino de salada que € subdividido em: pepino Aodai, caipira e
japonés (LOPES et al., 1999). No Estado de Sao Paulo predominam atualmente, hibridos do tipo
japoneés, que vém ocupando cada vez mais espago no Brasil. Pois os frutos sdo caracterizados

por sua alta qualidade e palatabilidade, sendo o fruto preferido em mercados exigentes, como o
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da capital paulista (CARDOSO, 2007).

O pepino € bastante apreciado e consumido sob a forma de fruto imaturo em saladas,
curtido em salmoura ou vinagre (CARDOSO; SILVA, 2003). O pepineiro é a segunda
cucurbitdcea mais plantada no mundo, ficando atrds apenas da melancia. Seu cultivo data
cerca de 3.000 anos entre a India e o Nepal, constituido em uma importante fonte de alimento
(FONTES, 2005). Essa cultura € suscetivel a diversas doencas causadas por patégenos de solo
como a mancha de leandria (Leandria momordicae Rangel) e a mais comum, tombamento de
plantulas causado por Pythium sp. resultando em uma podriddo que leva a morte das plantas
recém-emersas. Geralmente isto ocorre duas semanas apds a semeadura, quando as plantas
estdo mais suscetiveis ao seu ataque, tendo-se influéncia da alta umidade e de temperaturas
amenas (FILHO et al., 2005).

O controle de tombamento pode ser feito com medidas culturais ou tratamento quimico
com fungicidas. No entanto, considerando-se a grande demanda por produtos naturais, cresce
cada vez mais a busca por métodos alternativos de controle de fitopatogenos. Nesse sentido a
inducao de resisténcia, apresenta grande importancia, pois utiliza elicitores bidticos ou abiéticos
no processo de ativacdo dos mecanismos de defesa das plantas contra patdégenos e insetos
(STICHER et al., 1997). Os eliciadores podem atuar de diferentes formas, porém, sempre
levando a ativacao do sistema de defesa das plantas. A quitosana tem demonstrado potencial
para o controle de doencas em varias plantas de importancia econdmica. Essa substancia € um
polimero policatiénico -1,4 ligado a D-glucosamina definido como um diacetilato de quitina,
sendo um polissacarideo natural extraido da casca ou exoesqueleto de crusticeos como camarao,
caranguejo, lagosta e de plantas como as algas marinhas e da parede celular de alguns fungos
(KHOR, 2001).

Alguns trabalhos desenvolvidos no tratamento de sementes demonstraram o potencial
de quitosana no controle de fitopatégenos de solo, causadores de tombamento, como no
tratamento de sementes de tomate e beterraba, onde aplicagdes de quitosana a 1,1 a 2,5%
reduziram o tombamento de plantulas e ativaram a enzima FAL (MAZARO et al., 2009).
Em plantulas de eucalipto a utilizacdo de quitosana no tratamento das sementes de E. saligna
mostraram caracteristicas positivas diminuindo tombamento de plantulas. As concentragdes de
quitosana entre 0,6% e 0,9% sao recomendadas para aplicacdo nas sementes de Acacia mearnsii
de forma a reduzir o tombamento e acelerar o desenvolvimento inicial das plantulas (FREDDO
et al., 2012).

Em pimenta, o uso de quitosana sobre Botrytis cinerea causou severos danos

citolégicos a hifa, inibindo a habilidade do patégeno de colonizar os tecidos (GHAOUTH
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et al., 1997). Ainda em testes in vitro constatou-se que a quitosana inibiu o crescimento
micelial do fungo Botrytis cinerea, causador do mofo cinzento em frutos de tomate. A
reducdo na incidéncia e severidade do mofo cinzento causado por B. cinerea em uvas cvs.
“Thompson Seedless”, “Autumn Black” e “Emperor” também foram verificadas em tratamentos
com quitosana a 1% (ROMANAZZI et al., 2006). Apesar da existéncia de diversos trabalhos
que relacionam o uso de quitosana no tratamento de sementes, em pepino tais estudos ainda ndo
foram realizados. Nesse sentido, o objetivo do trabalho foi avaliar o potencial da quitosana na
inducao de resisténcia ao tombamento de plantulas de pepino e no controle de Pythium sp. in

vitro.

4.4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos na Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
(UTFPR), Campus Dois Vizinhos, sendo a etapa de cultivo conduzida em uma camara
controlada (sistema fitotron), instalada no Laboratério de Fitopatologia Vegetal e o crescimento
micelial no laboratério de Fitossanidade, na mesma Institui¢do, no ano de 2014. As sementes
foram oriundas do estado do Rio Grande do Sul, da empresa Isla®. A variedade de pepino
utilizada foi a Wisconsin SMR 18 (50g), com 99% de poder de germinacdo, sem adig¢ao de

agrotoxicos.

As solugdes de quitosana foram preparadas com material oriundo de farmécia de
manipulagdo, com 98% de pureza do produto, a qual foi diluida em solu¢do contendo acido
acético a 1% e entdo, ajustadas as concentracdes com dgua destilada (0,25; 0,5; 1 e 2%).
O tratamento das sementes foi realizado, com imersao das mesmas em solu¢do de quitosana
por 20 minutos, sendo para testemunha somente dgua destilada. Em seguida foram semeadas
em bandejas de poliestireno expandido contendo o substrato Plantmax Florestal® previamente
esterilizado e inoculado com Pythium sp.. Cada repeticdo foi constituida por 20 células,
onde cada célula recebeu uma semente tratada com o indutor. O micélio de Pythium sp.,
foi previamente inoculado em sementes de trigo autoclavadas, sendo mantidos em incubadora
B.O.D. Essas sementes de trigo contaminadas com Pythium sp., foram utilizadas como veiculo
contaminante ao substrato esterilizado, na propor¢io de 10 gkg~!'. Os inéculos foram

incorporados ao substrato trés dias antes de receber as sementes.

As bandejas foram mantidas na camara de cultivo, com as dimensdes de 2,50 m de
comprimento, 2,50 m de largura e 2,50 m de altura, com controle de temperatura (25 °C + 2
°C), luminosidade (fotoperiodo de 12 horas) e umidade (70% =4 10). Apés 14 dias finalizou-se

o experimento, analisando a emergéncia das plantulas, incidéncia de tombamento, comprimento
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de plantula e massa da matéria fresca. Nos tratamentos testemunha e na concentracdo de
quitosana (0,25%) foram também quantificados nos tecidos das plantulas os teores das enzimas
FAL, B-1,3-glucanase e quitinases, sendo que as amostras foram constituidas por 0,5 g de

plantas mescladas entre todas as partes do vegetal (folhas, talo e raizes).

A emergéncia foi avaliada considerando-se o ndmero de plantulas emergidas, em
relacdo ao numero total da repeticdo (20 sementes), e os dados expressos em percentual de
emergéncia. Para o percentual de tombamento foi considerado o nimero de plantulas que
apresentaram sintomas da doenca. O tamanho de plantulas foi determinado com auxilio de
um paquimetro (mm). A produ¢do de massa de matéria fresca total (parte aérea e raizes) das
plantulas foi avaliada considerando o peso de massa fresca, sendo que antes das pesagens as

raizes foram lavadas e a massa determinada em gramas em uma balanca de precisao.

A determinagdo da atividade da FAL foi por quantificagdo colorimétrica do acido
trans-cindmico liberado do substrato fenilalanina, conforme metodologia descrita por KUHN
(2007), com adaptacdes, onde se utilizou 0,25 g da amostra macerada em 3,0 mL do tampao
TRIS-HCI pH 8,0. Este extrato foi acondicionado em tubos ependorfe e centrifugado por 10
minutos, a 4 °C em 6000 RPMs. Apds, foi transferido uma aliquota de 200 pL para tubo de
ensaio, acrescentando-se mais 3,0 mL do tampao de extragdo. A solucdo foi agitada em vortex,
obtendo-se assim, o extrato enzimdtico. Deste extrato, 1,5 mL foi transferido para outro tubo
de ensaio, com mais 1,0 mL do tampdo de extracdo e 0,5 mL de fenilalanina. Novamente,
esta solugdo foi agitada em vortex para homogeneizagdo. Apds isso, os tubos foram incubados
em banho-maria por 45 minutos a 40 °C. Depois de retirados deste processo, os tubos foram
colocados em banho de gelo por 5 minutos para interromper a reagdo para poder realizar a

leitura em espectrofotdmetro a 290 nm.

Para dosagem das atividades de quitinase e [-1,3-glucanase seguiram-se o0s
procedimentos descritos por Wirth e Wolf (1992), com adequacdes, sendo que as amostras
foram maceradas em 2,0 mL de tampao acetato 100 mM (pH 5,0), com posterior centrifugacao
(20.000 g por 25 min. a -4 °C). O sobrenadante foi coletado e utilizado para a avaliacdo da
atividade das enzimas. A atividade enzimadtica da quitinase foi avaliada através da liberacdo
de oligbmeros soluveis de “chitin-azure”, a partir de quitina carboximetilada marcada com
remazol brilhante violeta SR -RBV (Sigma Aldrich®). Para determinagio espectrofotométrica
das atividades de f3-1,3-glucanase nos extratos foi utilizado como substrato curdlan-remazol

azul brilhante (Sigma Aldrich®) 4 mg.ml1~",

O experimento de crescimento micelial foi realizado no laboratério Fitopatologia da

UTFPR, Campus Dois Vizinhos, sendo utilizadas as concentracdes de 0,25; 0,5; 1,0 e 2,0% de
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quitosana, além de uma testemunha contendo B.D.A.. O delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado com quatro repeti¢des, sendo a unidade experimental composta
por uma placa de Petri®. A quitosana foi diluida com 4cido acético 1% e entdo ficou por 12
horas em banho maria a 60 °C e, em seguida, foi incorporada ao meio de cultura B.D.A., nas
concentracdes de 0,25; 0,5; 1,0 e 2,0%. A seguir, o meio de cultura foi vertido em placas de
Petri®, em cAmara de fluxo laminar. Apés a solidificacio do meio, foram colocados discos
com 10 mm de diametro, contendo o micélio do Pythium sp. nas placas, com as respectivas
concentragdes do indutor. Posteriormente, as placas foram mantidas em B.O.D. a temperatura
de 25 °C £ 1 °C e fotoperiodo de 12 horas. O crescimento micelial foi acompanhado durante
14 dias apé6s a incubagdo em B.O.D., sendo finalizado neste periodo devido as placas de Petri®

terem suas bordas atingidas pelo crescimento micelial de Pythium sp..

Os dados foram submetidos a anélise de variancia (p < 0,05) e quando significativos,
foram submetidos a andlise de regressdo, sendo adotado um nivel de 5% de significancia,
utilizando o programa ASSISTAT (SILVA; AZEVEDO, 2009).

4.5 RESULTADO E DISCUSSAO

A Figura 4 apresenta os resultados da emergéncia de sementes de pepino submetidas
ao tratamento com quitosana. O uso da quitosana, em todas as concentra¢des, melhorou a
emergéncia das plantulas, com destaque para 0,25% de quitosana, onde o percentual atingiu

100%.
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Figura 4: Emergéncia de sementes de pepino submetidas ao tratamento com quitosana. Dois Vizinhos-PR,
2014
Fonte: Autoria prépria.

Considerando os resultados em relacdo a emergéncia de plantulas, observou-se que
a quitosana nao apresentou efeito fitotoxico sobre o processo emergencial. A informacao é

importante, considerando que, havendo um efeito inibitério na emergéncia, poderia limitar o
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uso do produto como indutor de resisténcia no tratamento de sementes de pepino. Haja visto
que a quitosana pode interferir diretamente no desenvolvimento do patégeno ou ativar respostas
de defesa no tecido vegetal, podendo interferir no processo de crescimento vegetal (AGRAWAL
et al., 2002). Em experimento realizado por TANADA-PALMU et al. (2005) estudando o
recobrimento de sementes de brocolis com coberturas de quitosana, relataram que a qualidade

em termos de emergéncia e vigor ndo foi afetada.

A Figura 5 apresenta a incidéncia de tombamento. Os dados demonstraram que
a quitosana nas concentragcoes de 0,25% até 1% apresentou efeito no processo de reducdo
da incidéncia de tombamento, com destaque para a concentracdao de 0,5%. Acredita-se que
o resultado estd relacionado a inducdo de resisténcia e ao efeito direto sobre o patdgeno,
fato observado nesse trabalho. Na planta, a quitosana pode atuar na inducdo de resisténcia,
inibindo as proteinases, alterando-se o metabolismo das fitoalexinas, promovendo a lignificagao
(TERRY; JOYCE, 2004); induzindo a formagao de compostos fendlicos (BAUTISTA-BANOS
et al., 2006); ativando as enzimas quitinases e [3-1,3-glucanase (GHAOUTH et al., 1992),
(ZHANG; QUANTICK, 1998); fenilalanina amonia-liase (ROMANAZZI et al., 2002) e
peroxidase (ZHANG; QUANTICK, 1997).
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Figura 5: Incidéncia de tombamento de plantulas de pepino submetidas ao tratamento de sementes com
quitosana. Dois Vizinhos-PR, 2014
Fonte: Autoria propria.

Em relagdo ao comprimento de plantulas, na Figura 6, observa-se que o aumento da
concentra¢ao de quitosana na semente diminuiu de forma linear o comprimento de plantulas.
No entanto, tal redugdo nas menores concentragdes até 0,5% ndo comprometeu a qualidade
agrondmica das plantulas, haja visto que a redu¢do méaxima foi inferior a 20 mm. Porém,
tal resultado sugere que ocorreu um desvio de rota metabdlica para ativacdo dos mecanismos

de inducdo de resisténcia (HEIL et al., 2000). A perda metabodlica ocorre principalmente
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pela utilizagdo dos substratos eritrose-3-fosfato do ciclo das pentoses, ou fosfoenolpiruvato da
glicélise na rota dos fenilpropandides, sendo esta uma das principais rotas de defesa vegetal,
e, com isso, tais substratos deixam de ser utilizados no processo de crescimento vegetal. Em
trabalho realizado por Maia et al. (2010), a aplica¢do de quitosana no comprimento médio da
parte aérea em plantulas de videira cv. Merlot, causou um decréscimo linear em fungdo das

doses de quitosana com a concentragio de 200 mg L'
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Figura 6: Comprimento de plantulas de pepino submetidas ao tratamento de sementes com quitosana e a
inoculacao de Pythium sp.. Dois Vizinhos - PR, 2014
Fonte: Autoria propria.

Para a varidvel perda de massa da matéria fresca entre os tratamentos ndo ocorreu
diferenca significativa em funcdo do tratamento de sementes com quitosana sendo que a média
manteve-se em 0,46 g/plantula. Em experimento realizado por Mazaro et al. (2009) com
aplicacdo de quitosana em tomateiro, observou-se que houve maior ganho de massa de matéria
fresca e maior desenvolvimento da parte aérea e reducio da incidéncia de tombamento, quando
se utilizou a quitosana, em concentragdes acima de 2%. Os mesmos autores observaram em
beterraba uma maior producdo de massa de matéria fresca quando as sementes foram tratadas

com concentracoes de quitosana acima de 0,5%.

Nas Figuras 7A, 7B e 7C, foi possivel observar que a aplicacdo de quitosana na
semente de pepino ativou as enzimas FAL e f-1,3-glucanase. Ja para quitinase nao ocorreu
interferéncia em funcio dos tratamentos. Tais resultados comprovaram que a quitosana atua na
inducao de resisténcia em plantulas de pepino, quando ocorre o tratamento de sementes. Os
dados demonstram que o processo de redu¢do da incidéncia de tombamento provavelmente seja
resultado da acdo dessas enzimas na ativacdo de compostos de defesa vegetal, pela ativacao
da FAL, ou pela acdo da f-1,3-glucanase sobre os patégenos. Quitosana atua na indugdo

de resisténcia, de forma preferencial ativando a f-1,3-glucanase. Deve-se ressaltar que o
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polissacarideo f3-1,3-glucano é um componente importante na parede celular de muitos fungos,

que sdo substratos para a 3-1,3-glucanase (WESSELS; SIETSMA, 1981).
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Figura 7: Atividade das enzimas FAL (A), quitinase (B), 3-1,3-glucanase (C) a partir de plintulas de pepino
submetidas ao tratamento de sementes de quitosana. Dois Vizinhos-PR, 2014
Fonte: Autoria prépria.

Em trabalhos avaliando o controle da antracnose em feijoeiro-comum utilizando
quitosana, observaram diferenca na resposta da planta em relac@o ao intervalo de tempo entre a

aplicagdo da quitosana e a inoculacdo do patogeno Colletotrichum lindemuthianum. A aplicagao
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da quitosana em um intervalo maior antes da inoculacdo mostrou ser mais efetiva em reduzir
a severidade da antracnose e induzir o sistema de defesa da planta. A quitosana promoveu o
aumento na atividade da enzima f3-1,3-glucanase, que atua diretamente nas glucanas presentes
na parede celular do fungo fitopatogénico inibindo o seu desenvolvimento (PIERO; GARDA,
2008). Em trabalho realizado com cultivar de alface foi comprovada, “in vitro”, a inibi¢ao do
fitopatogeno Pythium, quando aplicada a quitosana nas maiores concentragdes, sendo obtidos
os melhores resultados com concentragio a partir de 0,5 mg mL~! | especialmente com adicio

de 2 mg mL~'.

Os resultados do experimento de crescimento micelial apresentado na Figura 8,
demonstra que a aplica¢do de quitosana no meio de cultura reduziu o crescimento micelial na
fase inicial do desenvolvimento do patdgeno, ou seja, com 2 dias de avaliacdo. No entanto,
este fator ndo foi observado nas avaliagdes aos 6, 10 e 14 dias, onde nao houve diferenca
significativa em relacdo ao crescimento micelial. Muitas vezes os indutores de resisténcia
nao atuam diretamente sobre o patdgeno, apresentando efeito apenas na ativacao das defesas
naturais das plantas (KUC, 2001). Em suspensdo de quitosana apresentou efeito antibidtico
contra Colletotrichum acutatum, agente causal da podriddo-amarga da macieira, e reduziu a

severidade da doenca nos frutos imersos na suspensao (FELIPINI; PIERO, 2009).
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quitosana. Dois Vizinhos-PR, 2014
Fonte: Autoria prépria.
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4.6 CONCLUSOES

O tratamento de sementes de pepino com quitosana na concentragdo de até 0,5%

favorece a emergéncia das plantulas e reduz a incidéncia de tombamento.

A quitosana, quando aplicada em tratamento de sementes de pepino, ativa as enzimas

FAL e B-1,3-glucanase relacionas a defesa vegetal.

A quitosana apresenta acdo fungistatica sobre o crescimento inicial de Pythium sp. em

condic¢des do crescimento micelial.
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5 QUITOSANA NA INDUCAO DE RESISTENCIA AO TOMBAMENTO DE
PLANTULAS DE TOMATE E NO CONTROLE DE Rhizoctonia solani Kiihn IN
VITRO

5.1 RESUMO

A cultura do tomate apresenta alta suscetibilidade a diversas doencas durante seu
cultivo, sendo que no periodo de desenvolvimento das mudas, o tombamento de plantula
causa grandes prejuizos. A quitosana € obtida a partir da quitina, a qual é encontrada em
fungos, insetos entre outros organismos vivos, € vem demonstrando potencial na indugdo
de resisténcia. Objetivou-se neste trabalho avaliar diferentes concentragdes de quitosana na
inducdo de resisténcia ao tombamento de plantulas de tomateiro e no controle de Rhizoctonia
solani Kiihn in vitro. As sementes de tomate foram submersas em solug¢do de quitosana por 20
minutos, nas concentragdes de 0,25; 0,5; 1 e 2% e na testemunha, dgua destilada. As sementes
foram semeadas em bandejas de poliestireno expandido contendo substrato inoculado com R.
solani, e mantidas em camara de crescimento com fotoperiodo de 12h e temperatura de 25 °C
4 2°C por 14 dias. Apds este periodo, foi avaliado o comprimento de plantula, emergéncia das
sementes, massa da matéria fresca e a atividade das enzimas fenilalanina amodnia-liase (FAL),
quitinase e f3-1,3-glucanase. Foi avaliado também o crescimento micelial de R. solani em
meio de cultura B.D.A. (batata-dextrose e dgar) contendo quitosana, nas mesmas concentracoes
testadas nas sementes. A quitosana quando aplicada em tratamento de sementes de tomate
na concentragdo de até 0,25% favorece a emergéncia das plantulas, reduz a incidéncia de
tombamento e ativa as enzimas FAL, quitinases e 3-1,3-glucanase relacionadas a defesa vegetal.
A quitosana apresenta acdo fungistatica sobre o crescimento inicial de R. solani em condicdes
in vitro.

Palavras-chave: Fenilalanina-amonia-liase. Quitinases. f3-1,3-glucanase.

5.2 ABSTRACT

CHITOSAN ON RESISTANCE INDUCTION TO TOMATO SEEDLING TIPPING
AND CONTROL Rhizoctonia solani Kuhn IN VITRO
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The culture of tomato has a high susceptibility to various diseases during cultivation, and in
the period of development of seedlings, seedling damping-off causes major damage. Chitosan
is obtained from chitin which is found in fungi, insects, and other living organisms, and has
demonstrated the potential induction of resistance. The aim of this study was to evaluate
different chitosan concentrations in the induction of resistance to tomato seedling damping and
control of Rhizoctonia solani Kiihn in vitro. The tomato seeds were submerged in chitosan
solution for 20 minutes, in concentrations of 0.25; 0.5; 1 and 2% and in distilled water in
control. The seeds were sown in polystyrene trays containing substrate inoculated with R.
solani, and maintained in a growth chamber with a photoperiod of 12 h and a temperature of 25
°C =4 2°C for 14 days, after this period we evaluated the length of seedling, germination seeds,
fresh weight and activity of the enzyme PAL, chitinase and f3-1,3-glucanase. It was also rated
the mycelial growth of R. solani on culture medium PDA (potato-dextrose and agar) containing
chitosan at the same concentrations tested in seeds. Chitosan when applied in treatment of
tomato seeds in concentration of 0.25% favor seedling emergence reduces the incidence of
tipping and activates the FAL enzymes, chitinase and 3-1,3-glucanase relacionas plant defense.
Chitosan has fungistatic action on the initial growth of R. solani in vitro conditions.

Keywords: Phenylalanine ammonia-lyase. Chitinases. f3-1,3-glucanase.

5.3 INTRODUCAO

O tomateiro € uma espécie olericola amplamente difundida em todos os estados
brasileiros, sendo a segunda mais cultivada em area no pais, superada somente pela batata-
inglesa (Solanum tuberosum). A producdo brasileira de tomate estd concentrada nas regides
Sudeste (37,74%) e Centro-oeste (33,8%). No Brasil, na safra 2011, os estados com maior
producdo foram: Goids (32,56%), Sao Paulo (19,53%), Minas Gerais (10,16 %), Parana
(7,85%) e Bahia (7,67%) (IBGE, 2014). A produc¢do de tomate para o processamento concentra-
se nos estados de Goids, Sao Paulo, Minas Gerais e Pernambuco, com destaque para Goids, que

detém a maior produgdo nacional — cerca de 70% (MELO, 2012).

Anualmente vérias toneladas de tomate sdo deixadas de produzir devido a danos
causados por doencas, sendo que nos estigios iniciais da cultura a doenca que mais causa
perdas na produgao é o tombamento de plantulas, dificultando o processo de producao de mudas
e a estabilizacdo da cultura no inicio do seu desenvolvimento (NUEZ, 2001). O tombamento
ou “damping-off” é considerado um dos maiores problemas das doencas de plantas, porém,
o seu controle ou prevencao ¢ dificultado pelo envolvimento de muitos patdgenos que atuam

1soladamente ou combinados (STEPHENS et al., 1981). A doenca caracteriza-se por atacar a
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cultura na fase de plantula, podendo ocorrer na pré e pds-emergéncia (KRUGNER, 1995). A
doenca causa lesdes deprimidas nos tecidos vegetais jovens que provocam o tombamento da
muda, podendo ocorrer antes da emergéncia da planta, caracterizando uma reducdo no estande
de semeadura, nesse caso diz-se que ocorreu “damping-off” de pré-emergéncia (KUHN, 2007),
(SILVA et al., 2008).

Dentre os fungos que causam tombamento de plantulas, a Rhizoctonia solani Kiihn
tem importancia destacada, pois pode atacar os brotos durante a emergéncia ou infectar
sementes e tubérculos. Causa retardamento da emergéncia e morte da planta, resultando em
menor estande, desenvolvimento irregular das plantas e consequente reducdo na producdo
(DIAS; IAMAUTI, 1997). Dentre os métodos de controle alternativo, cada vez mais tem se
destacado o uso de indutores de resisténcia para controle de doengas de plantas. A indugdo
de resisténcia € a ativacdo de um estado de resisténcia contra doengas, sendo este induzido
sistemicamente em plantas pela utilizacdo de agentes externos bidticos ou abidticos, sem
nenhuma alteracao do genoma da planta, sendo estes chamados de elicitores (STADNIK, 2000),
(HAMMERSCHMIDT et al., 2001). Entre os indutores de resisténcia que vém sendo avaliados
na agricultura pode-se citar a quitosana, a qual vem demonstrando potencial pela sua atividade
de inducdo de resisténcia sobre uma grande variedade de fitopatégenos (GHAOUTH et al.,
1992), (GHAOUTH et al., 1997), (DEVLIEGHERE et al., 2004), (PEREIRA et al., 2018).

Em tratamentos de sementes de tomate e beterraba com quitosana, Mazaro et al.
(2009), observaram potencial dos tratamentos na reducdo da incidéncia de tombamento na
concentracao de 2,5%. J4 em tratamentos de sementes de acicia Acacia mearnsii, trabalho
realizado por Freddo et al. (2012), observaram que as concentracdes de quitosana entre 0,6%
e 0,9% sdo recomendadas para aplicagdo nas sementes de forma a reduzir o tombamento e
acelerar o desenvolvimento inicial das plantulas. Ainda observaram que a quitosana demonstra
capacidade de alteracdo do teor de proteinas dos tecidos vegetais das plantulas e da capacidade
de ativacao da enzima FAL. Em estudo realizados por Freddo et al. (2014), com a quitosana R.
solani, em condicdes in vitro, demonstram acao fungistética, e sugeriram estudos futuros, no

sentido de se averiguar a eficdcia da aplicacio de quitosana no controle de R. solani em campo.

O objetivo deste capitulo foi avaliar o potencial da quitosana na indugdo de resisténcia

a plantulas de tomate (Solanum lycopersicun) e no controle de Rhizoctonia solani Kiihn in vitro.
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5.4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos na Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
(UTFPR), Campus Dois Vizinhos, sendo a etapa de cultivo conduzida em uma cdmara
controlada (sistema fitotron), instalada no Laboratdrio de Fitopatologia Vegetal e o crescimento
micelial no laboratério de Fitossanidade, no ano de 2014. As sementes de tomate Santa Cruz
Salada Paulista (50g), com 99% de poder de germinacdo foram oriundas do estado do Rio

Grande do Sul, da empresa Isla®, sendo isentas de tratamento de sementes.

As solucdes de quitosana foram preparadas com material oriundo de farmdcia de
manipulacdo, com 98% de pureza do produto, a qual foi diluida em solu¢do contendo 4cido
acético a 1% e entdo, ajustadas as concentracdes com dgua destilada (0,25; 0,5; 1 e 2%).
O tratamento das sementes foi realizado, com imersdao das mesmas em solu¢do de quitosana
por 20 minutos, sendo para testemunha somente dgua destilada. Em seguida foram semeadas
em bandejas de poliestireno expandido contendo o substrato Plantmax Florestal® previamente
esterilizado e inoculado com R. solani. Cada repeti¢do foi constituida por 20 células, onde cada
célula recebeu uma semente tratada com o indutor. O micélio de R. solani, foi previamente
inoculado em sementes de trigo autoclavadas, sendo mantidos em incubadora B.O.D. Essas
sementes de trigo contaminadas com R. solani, foram utilizadas como veiculo contaminante ao
substrato esterilizado, na propor¢io de 10 g.kg~!. Os inéculos foram incorporados ao substrato

trés dias antes de receber as sementes.

As bandejas foram mantidas na camara de cultivo, com as dimensdes de 2,50 m
de comprimento, 2,50 m de largura e 2,50 m de altura, com controle de temperatura (25°C
4+ 2°C), luminosidade (fotoperiodo de 12 horas) e umidade (70% + 10). Apds 14 dias
finalizou-se o experimento, analisando as varidveis emergidas das plantulas, incidéncia de
tombamento, comprimento de plantula e massa da matéria fresca. Nos tratamentos testemunha e
na concentra¢do de quitosana (0,25%) foram também quantificados nos tecidos das plantulas os
teores das enzimas FAL, B-1,3-glucanase e quitinases, sendo que as amostras foram constituidas
por 0,5 g de plantas mescladas entre todas as partes do vegetal (folhas, talo e raizes), as quais
foram imediatamente apds a coleta, congeladas e armazenadas em nitrogénio liquido até as

avaliagdes.

A emergéncia foi avaliada considerando-se o nimero de plantulas emergidas, em
relacdo ao ndmero total da repeticao (20 sementes), e os dados expressos em percentual de
emergéncia. Para o percentual de tombamento foi considerado o nimero de plantulas que

apresentaram sintomas da doenga. O tamanho de plantulas foi determinado com auxilio de
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um paquimetro (mm). A produ¢do de massa de matéria fresca total (parte aérea e raizes) das
plantulas foi avaliada considerando o peso de massa fresca, sendo que antes das pesagens as

raizes foram lavadas e a massa determinada em gramas em uma balanca de precisao.

A determinacio da atividade da FAL foi por quantificacao colorimétrica do dcido trans-
cinamico liberado do substrato fenilalanina, conforme metodologia descrita por KUHN (2007),
com adaptacoes, onde se utilizou 0,25 g da amostra macerada com mais 3,0 mL do tampao
TRIS-HCI pH 8,0. Este extrato foi acondicionado em tubos ependorfe e centrifugado por 10
minutos, a 4 °C em 6000 RPMs. Apds, foi transferido uma aliquota de 200 pL para tubo de
ensaio, acrescentando-se mais 3,0 mL do tampao de extracdo. A solucdo foi agitada em vortex,
obtendo-se assim, o extrato enzimético. Deste extrato, 1,5 mL foi transferido para outro tubo
de ensaio, com mais 1,0 mL do tampao de extracdo e 0,5 mL de fenilalanina. Novamente,
esta solugdo foi agitada em vortex para homogeneizagdo. Apds isso, os tubos foram incubados
em banho-maria por 45 minutos a 40 °C. Depois de retirados deste processo, os tubos foram
colocados em banho de gelo por 5 minutos para interromper a reagdo para poder realizar a
leitura em espectrofotdometro a 290 nm. Para a dosagem das atividades de quitinase e 3-1,3-
glucanase seguiram-se os procedimentos descritos por Wirth e Wolf (1992), com adequacdes,
sendo que as amostras foram maceradas em 2,0 mL de tampao acetato 100 mM (pH 5,0),
com posterior centrifugacdo (20.000 g por 25 min. a -4 °C). O sobrenadante foi coletado
e utilizado para a avaliacdo da atividade das enzimas. A atividade enzimdtica da quitinase
foi avaliada através da liberacdao de oligdmeros solliveis de “chitin-azure”, a partir de quitina
carboximetilada marcada com remazol brilhante violeta SR -RBV (Sigma Aldrich®). Para
determinagdo espectrofotométrica das atividades de B-1,3-glucanase nos extratos foi utilizado

como substrato curdlan-remazol azul brilhante (Sigma Aldrich®) 4 mg.mlfl.

O experimento de crescimento micelial foi realizado no laboratério Fitopatologia da
UTFPR, Campus Dois Vizinhos, sendo utilizadas as concentracoes de 0,25; 0,5; 1,0 e 2,0% de
quitosana, além de uma testemunha contendo somente B.D.A.. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado com quatro repeti¢des, sendo a unidade experimental
composta por uma placa de Petri®. A quitosana foi diluida com 4cido acético 1% e entdo ficou
por 12 horas em banho maria a 60 °C e, em seguida, foi incorporada ao meio de cultura B.D.A.,

nas concentragdes de 0,25; 0,5; 1,0 e 2,0%.

A seguir, o meio de cultura foi vertido em placas de Petri®, em camara de fluxo
laminar. Apds a solidificacdo do meio, foram colocados discos com 10 mm de diametro,
contendo o micélio do R solani, nas placas, com as respectivas concentracoes do indutor.

Posteriormente, as placas foram mantidas em B.O.D. a temperatura de 25°C £+ 1°C) e
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fotoperiodo de 12 horas.

O crescimento micelial foi acompanhado durante 8 dias apds a incubacao em B.O.D,
sendo finalizado neste periodo devido as placas de Petri® terem suas bordas atingidas pelo

crescimento micelial de R. solani.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (p < 0,05) e quando significativos,
foram submetidos a andlise de regressdo, sendo adotado um nivel de 5% de significincia,
utilizando o programa ASSISTAT (SILVA; AZEVEDO, 2009).

5.5 RESULTADO E DISCUSSAO

A Figura 9 apresenta os resultados obtidos em relacdo a emergéncia nas sementes,
onde € possivel observar, que a aplicacdo de quitosana estimulou a emergéncia das sementes
até a concentragdo de 0,5%, a partir da qual ocorreu reducdo deste percentual com a elevagao
das concentragdes. Esse resultado é importante, pois demonstra que a aplicacdo da quitosana,
em altas concentracdes, causa efeito fitotoxico sobre o processo de emergéncia, ja em baixas

concentracdes favorece este processo.
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Figura 9: Emergéncia de sementes de tomate submetidas ao tratamento com quitosana. Dois Vizinhos-PR,
2014
Fonte: Autoria prépria.

Em relacio ao comprimento de plantulas, na Figura 10, observa-se que o
aumento das concentragdes de quitosana na semente diminuiu o comprimento de plantulas,
com comportamento linear decrescente em fun¢do do aumento das concentragdes. Tal
comportamento pode ser associado ao obtido em emergéncia que demonstrou que em
concentracdes elevadas existe um dano sobre a emergéncia. J4, em relacdo a massa de
matéria fresca, ndo houve diferenca entre os tratamentos, com médias entre os tratamentos de

0,049¢./plantula. Esse efeito pode estar relacionado ao fato de que quitosana em concentragdes
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elevadas ative rotas metabodlicas antagonicas daquelas envolvidas no processo de emergéncia,
ou ainda, sejam ativadas rotas de defesa de forma intensa provocando perdas metabdlicas, e
com isso, resultando em danos na emergéncia e no tamanho de plantulas. Em estudo sobre
o efeito da cobertura de sementes de salsa e brocolis com quitosana, TANADA-PALMU et
al. (2005) descrevem que esta ndo afetou, em termos de capacidade de germinacdo e vigor
em sementes de salsa e no vigor de sementes de brécolis. Em videira cv. Chardonnay a
concentracao quitosana de 2% de chitogel, teve um efeito negativo no crescimento das plantulas

e concentragdes maiores promoveram morte das mesmas (BARKA et al., 2004).
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Figura 10: Comprimento de plintulas de tomate submetidas ao tratamento de sementes com quitosana.
Dois Vizinhos-PR, 2014
Fonte: Autoria propria.

A Figura 11 apresenta a incidéncia de tombamento de plantulas, onde ocorreu a
aplicagdo de quitosana até 0,5%, reduzindo a incidéncia de tombamento, com destaque para

0,25%, provavelmente pela ativacdo dos mecanismos de inducdo de resisténcia.
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Figura 11: Incidéncia de tombamento de plantulas de tomate submetidas ao tratamento de sementes com
quitosana. Dois Vizinhos-PR, 2014
Fonte: Autoria propria.
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Resultados de inducdo de resisténcia, no controle de fungos do solo, com uso de
quitosana ja haviam sido observados em plantas de pepino com a inducdo de respostas de
defesa, inclusive com formacgao de barreiras estruturais nos tecidos das raizes e o estimulo das
hidrolases, contra a podridao das raizes causada por Pythium aphanidermatum (GHAOUTH et
al., 1994). Em bananeiras a aplica¢cdo de quitosana reduziu o ataque do fungo Colletotrichum
musae (NEGREIROS et al., 2013). Também no controle do fungo Penicillium expansum
em magas (BRITTO; ASSIS, 2012). Quitosana apresentou efeito significativo em diferentes
concentragdes no controle do fungo P. digitatum mofo verde em citrus (COUTINHO et al.,

2014).

As Figuras 12A, 12B e 12C, apresentam os resultados observados para atividade das
enzimas FAL, quitinase e f3-1,3-glucanase no tratamento 0,25% de quitosana em comparagio
com a testemunha, demonstrando que a aplicacdo de quitosana estimulou todas as enzimas

avaliadas relacionadas a patogenicidade.

A FAL é considerada chave entre o metabolismo primario e secunddria, e precursora da
rota do 4cido chiquimico, via fenilpropanoide, atuando na formacao de ligninas, flavonéides e
fitoalexinas que participam durante a interacao da planta com o patégeno (KHAN et al., 2003),
(DURRANT; DONG, 2004). A quitosana quando aplicada em plantas de soja, aumentou a
atividade das enzimas FAL, e consequentemente elevou a quantidade de compostos fendlicos

que estao relacionados com o fendmeno de resisténcia da planta a doengas (KHAN et al., 2003).

Segundo (MAZARO et al., 2009), o tratamento de sementes de tomate com quitosana,
aumentou a atividade da enzima FAL, envolvida na rota metabdlica de alguns compostos
relacionados a defesa da planta, rota dos fenilpropandides, antocianinas, flavonéides, taninos
e resultou na reducao do tombamento de plantulas de tomate causado por Rhizoctonia solani
Kiihn. Assim como para FAL, a aplicacdo de quitosana na concentragdao de 0,25% elevou a
atividade das enzimas de defesa -1,3-glucanase e quitinase, as quais atuam diretamente sobre
a parede celular do fungo, prevenindo a penetragdo de patdgenos, por acdo de degradacao das
quitinas e glucanas presentes na parede celular dos patégenos (DURRANT; DONG, 2004).
(MAZARO et al., 2009) também comprovou que a aplicacdo de quitosana induz a resisténcia
em plantulas de tomateiro pela ativacao das proteinas-RPs, glucanase e quitinase. Aziz et al.
(2006) observaram a elevacao na atividade de f-1,3-glucanase em folhas de videira e tomateiro
tratadas com quitosana 300 ug mL~!. Esse incremento na atividade enzimatica, auxiliou na
protecao de videira, contra as doengas causadas por B. cinerea e Plasmopara viticola, bem como
na reduc¢do da severidade da requeima do tomate, provocada por Phytophthora infestans (ATIA

et al., 2005). Em feijoeiro, além das f3-1,3-glucanase, a quitosana demonstrou a capacidade
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de ativar respostas de defesa, como a sintese de calose, e induziu resisténcia contra o Tobacco
necrosis virus (FRANCO; IRITI, 2007)

Os resultados do experimento de crescimento micelial demonstrou que a aplicacdo de
quitosana apresentou acdo fungistdtica sobre o crescimento inicial de R. solani, no entanto, tal
acdo nao prevaleceu até o término do experimento, conforme apresentado na Figura 13. Tal acdo
fungistatica ja foi observada em algumas espécies de fungos, quando germinam na presencga de
quitosana, que apresentam alteracdes morfolégicas no tubo germinativo, demonstrando haver
danos as células de hifas e retardamento do crescimento micelial, sendo este efeito relacionado
com a concentracdo do polissacarideo (GHAOUTH et al., 1994), (LIU et al., 2007), (FELIPINI;
PIERO, 2009).
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Figura 13: Crescimento micelial de Rhizoctonia solani Kiihn submetidos a aplicaciio de concentracdes
crescentes de quitosana. Dois Vizinhos-PR, 2014

Fonte: Autoria propria.

5.6 CONCLUSOES

A quitosana quando aplicado em tratamento de sementes de tomate na concentracao
de 0,25% favorece a emergéncia das plantulas, reduz a incidéncia de tombamento e ativa as

enzimas FAL, quitinases e f3-1,3-glucanase, relacionas a defesa vegetal.

A quitosana apresenta acdo fungistdtica sobre o crescimento inicial de R. solani em

condicdes in vitro, no entanto, tal acdo ndo prevaleceu até o término do experimento.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de quitosana em sementes de olericolas como beterraba, pepino e tomate
demonstrou possuir acdo nos processos metabdlicos, com atuacdo sobre as caracteristicas,
bioquimicas e na indu¢do de resisténcia. Nesse sentido algumas consideragdes merecem serem

apresentadas:

e A resposta da aplicacdo de quitosana possui especificidades para as espécies, respondendo
de forma diferenciada quanto as concentragcdes, alteracdes bioquimicas e ativagdao das

rotas metabolicas envolvidas;

e De modo geral, os resultados demonstraram que a aplicacao de quitosana, para as espécies
avaliadas, apresentam potencial de induc¢do de resisténcia quando realizado o tratamento

de sementes;

e Trabalhos futuros necessitam averiguar até quantos dias apds a germinacao ocorre
tal indugdo, haja visto que tais plantas possuem outros patossistemas de interesse, €
aplicacdes aéreas posteriores de quitosana podem ser uma alternativa de interesse no

manejo de doengas.
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ANEXO A - REGISTROS DOS EXPERIMENTOS

Figura 14: Sementes olericolas
Fonte: Autoria prépria.

Figura 15: Analises bioquimicas

Fonte: Autoria propria.
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Figura 16: Analises bioquimicas
Fonte: Autoria prépria.

Figura 17: Preparacio de quitosana
Fonte: Autoria propria.

Figura 18: Inocula¢io dos fungos com meio B.D.A. com quitosana
Fonte: Autoria prépria.



Figura 19: Inoculagiio dos fungos no meio B.D.A.
Fonte: Autoria prépria.

Figura 20: Experimento em bandejas de poliestireno
Fonte: Autoria proépria.
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Figura 21: Experimento em bandejas de poliestireno
Fonte: Autoria prépria.
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