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Inducdo de resisténcia ao

Resumo tombamento de plantulas de
O trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do tratamento eucahp to pelo tratamento das
de sementes com o indutor de resisténcia quitosana sobre o sementes com quitosana

tombamento de plantulas de Eucalyptus saligna, relacionando-

os com a acao bioquimica e a resposta de defesa vegetal. Alvaro Rodrigo Freddo!

O experimento foi realizado na Universidade Tecnolégica Sérgio Miguel Mazaro®
Federal do Parana - Campus Dois Vizinhos - PR, no ano de Américo Wagner Jinior?
2011. Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente Eleandro José Brun’

casualizado, com 4 repeti¢des, sendo a unidade experimental

composta por 25 sementes. Os tratamentos aplicados nas

sementes foram as concentragdes de 0,25; 0,5; 1,0 e 2,0% de quitosana , na testemunha utilizou-se somente imersao em agua
destilada. Posteriormente as sementes tratadas foram semeadas em tubetes contendo o substrato inoculado com o fungo
Rhizoctonia solani e mantidas em estufa por um periodo de 28 dias até a avaliacdo. Avaliou-se a porcentagem de germinacéo,
indice de velocidade de emergéncia, porcentagem de tombamento de pés-emergéncia (damping-off), comprimento radicular,
altura e massa da matéria fresca. As variaveis bioquimicas avaliadas foram: teor de proteinas, fenéis e a atividade da enzima
fenilalanina amonia-liase (FAL). O tratamento das sementes de eucalipto com o uso de quitosana apresentou resultados favoraveis
para indice de velocidade de emergéncia e maior comprimento radicular, entretanto, deve-se resguardar procedimentos em
determinadas faixas de concentracdo que possam ser fitotoxicas. Ainda, as andlises bioquimicas demonstraram expressiva
atividade da enzima FAL, indicando que houve ativacdo do metabolismo de defesa vegetal pelo uso de quitosana.

Palavras-chave: fitopatologia; Rhizoctonia solani; Eucalyptus saligna.

Induccion de resistencia al tumbado de plantulas de eucalipto por tratamiento de
semillas con quitosano

Resumen

Elobjetivo del estudio fue evaluar el efecto del tratamiento de la semilla con el inductor de resistencia quitosano sobre el tombamiento
de plantulas de Eucalyptus saligna, relaciondndolos con la accion bioquimica y respuesta de la defensa vegetal. El experimento se
1lev6 a cabo en la Universidad Tecnolégica Federal de Parana - Campus Dois Vizinhos - PR, en el afio 2011. Se utilizé un disefio
completamente al azar con cuatro repeticiones y la unidad experimental consistié de 25 semillas. Se aplicaron tratamientos a las
semillas en la forma de concentraciones de 0,25, 0,5, 1,0 y 2,0 % de quitosano, y el testigo se utiliz6 solamente inmersién en agua
destilada. Posteriormente se sembraron las semillas tratadas en tubetes conteniendo sustrato inoculado con el hongo Rhizoctonia
solani, manteniendo estas semillas en invernadero durante un periodo de 28 dias hasta la evaluacién. Se evalu6 el porcentaje de
germinacion, indice de velocidad de emergencia, el porcentaje de tombamiento de plantulas en post-emergencia, longitud de la
raiz, altura y masa de la materia fresca. Las variables bioquimicas evaluadas fueron: contenido de proteinas, fenoles y la actividad
de la enzima fenilalanina amonio-liase (PAL). El tratamiento de semillas de eucalipto con el uso de quitosano mostré resultados
favorables para la velocidad de emergencia y mayor longitud de la raiz, sin embargo, se debe salvaguardar los procedimientos en
ciertos intervalos de concentracién que pueden ser fitotéxicos. Ademds, los andlisis mostraron expresiva actividad de la enzima
FAL, lo que indica que hubo una activacién del metabolismo de defensa de la planta por el uso de quitosano.

Palabras clave: Patologia Vegetal; Rhizoctonia solani; Eucalyptus saligna.
Introdug: jo radiculares, as ferrugens e as manchas foliares estao

entre as doengas que mais comumente acometem as
O tombamento de mudas, as podriddes mudasem viveiros florestais (WENDLING etal., 2002).
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Dentre os agentes causais mais comuns do
tombamento de mudas estdo os fungos dos géneros
Pythium, Rhizoctonia e Phytophthora (BEDENDO,
2011). De acordo com WENDLING et al. (2002), o
tombamento de mudas ou damping-off é a doenca mais
comum em viveiros florestais, a qual é causada por
fungos que atacam o colo das mudas originadas de
sementes nos estadios iniciais de germinagao, a qual
pode em poucos dias ocasionar a morte das plantulas.

A utilizagdo de medidas de controle
contra agentes causadores de damping-off, estao
principalmente relacionadas com a reducdo do
inoculo do patégeno, a promocao do rapido
desenvolvimento da plantula e com o controle
de condi¢des ambientais favoraveis ao patégeno
(BEDENDO, 2011).

Dentre as medidas preventivas para o controle
deste tipo de doenca em viveiros florestais, estdao as
seguintes: escolha adequada do local de instalacao
do viveiro; desinfestacdo do solo com fungicidas;
tratamento das sementes com produtos registrados
para este fim; escolha do substrato e utilizacdo de
material de cobertura (WENDLING et al., 2002).

A utilizagdo de fungicidas é uma das principais
medidas para o controle de patégenos causadores de
tombamento de plantulas, entretanto, de acordo
com SCHWAN-ESTRADA et al. (2000), a utilizacdo
destes produtos tem efeito positivo a curto prazo,
contudo a longo prazo os efeitos podem ser negativos,
através do surgimento de isolados dos fitopatégenos
resistentes as substancias quimicas e também através
dos residuos destas substancias, que podem causar
danos ao meio ambiente e para a sociedade como um
todo através do seu potencial poluidor.

Produtos naturais vém sendo estudados
e utilizados no controle de doencas de plantas,
dentre estes esta a quitosana, a qual de acordo
com AZEVEDO et al. (2007), trata-se de um amino
polissacarideo, derivado da desacetilacdo da quitina,
que constitui a maior parte dos exoesqueletos dos
insetos, crustaceos e parede celular dos fungos, sendo
considerada ap6s a celulose, como composto organico
mais importante da natureza.

A quitosana por ser um produto natural,
geralmente de baixo custo, renovavel, abundante
e atoxico, tem sido proposta como um material
potencialmente atraente para usos diversos
(AZEVEDO et al., 2007) e de acordo com ARYA
(2010) pode ser uma alternativa a pesticidas sintéticos
na indugdo de resisténcia a doencas. Ainda, de
acordo com DI PIERO e GARDA (2008) a utilizacao

da quitosana na agricultura pode trazer beneficios
socioecondmicos e ambientais, ao utilizar o residuo
das industrias pesqueiras.

O objetivo do presente trabalho foi o de avaliar
o efeito da utilizagdo do tratamento de sementes de
Eucalyptus saligna com diferentes doses de quitosana,
na indugao de resisténcia ao tombamento de mudas
causado por Rhizoctonia solani.

Material e Métodos

O presente trabalho foi realizado no
Laboratério de Fitossanidade e Bioquimica e no
Viveiro Florestal da Universidade Tecnolégica
Federal do Parana (UTFPR) - Campus Dois Vizinhos/
PR. O Campus esta localizado na Comunidade de Sao
Cristévao, do municipio de Dois Vizinhos, sudoeste
do Paran4, as coordenadas UTM do local sao 7155400
sul e 289451 leste e altitude média de 557 metros.

Os tratamentos aplicados as sementes
envolveram concentragdes de quitosana em agua
destilada (0,25; 0,5;1,0 € 2,0%) e a testemunha (apenas
agua destilada). A quitosana foi dissolvida em acido
acético a 1%, seguindo diluicao com dgua destilada
para obter as concentragdes a serem testadas.

A quitosana utilizada no experimento, era
proveniente de farmécia de manipulagdo, sendo
considerado produto puro, proveniente de carrapaga
de crustaceos, destinada a uso medicinal.

As sementes de Eucalyptus saligna utilizadas
no experimento sdo provenientes de matrizes do
municipio de Dois Vizinhos/PR. Estas foram imersas
na solucao de quitosana por 5 segundos e entdo,
semeadas em tubetes contendo o substrato infestado
com micélio de R. solani.

O substrato utilizado foi o composto
PLANTMAX®, com a seguinte composicdo média:
60% de casca de Pinus; 15% de vermiculita de
granulometria “fina” e 15% de granulometria
“superfina”; e 10% de humus. O substrato utilizado
foi esterilizado em autoclave por 1 hora a 120°C, e
entdo inoculado com R. solani.

Os in6culos do patégeno foram preparados
a partir de isolados de R. solani do Laboratério de
Fitossanidade, de onde se obteve culturas puras
desenvolvidas em placas de Petri de 11 cm de
didmetro contendo meio de BDA (batata 200 g,
dextrose 20 g, agar 20 g e agua destilada 1.000
mL), mantidas em estufa incubadora tipo B.O.D.
a 23+1°C e fotoperiodo de 12 horas. Discos dessa
cultura pura foram inoculados em sementes de sorgo

Pesquisa Aplicada & Agrotecnologia v.5, n.2 mai/ago. (2012)

Print-ISSN 1983-6325  (On line) e-ISSN 1984-7548



Indugdo de resisténcia ao tombamento de pldntulas...

Induction of resistance to damping-off ...

p. 33-46

Induccion de resistencia al tumbado de plantulas ...

auto-clavadas e entdo mantidos em condigcdes que
favorecessem o crescimento micelial.

Essas sementes de sorgo contaminadas com
R. solani foram utilizadas como veiculo infestante
ao substrato esterilizado. Utilizou-se sementes de
sorgo, pois estas se apresentaram de forma adequada
para produzir o micélio do patégeno e para serem
misturadas de forma homogénea no substrato.

Os tubetes foram enchidos com substrato
agora misturado de forma homogénea com o veiculo
infestante (sementes de sorgo com micélio de R.
solani) e colocados em estufa do Viveiro Florestal.
As unidades experimentais do experimento foram
constituidas por 25 tubetes. Cada tubete recebeu uma
semente de E. saligna tratada com as suas respectivas
concentracoes.

A irriga¢do na estufa do Viveiro Florestal foi
realizada através de aspersdo, sendo que a umidade
relativa média do periodo do experimento 70,8% com
desvio padrdo de 18,2%. E a temperatura média ficou
em 25,4°C e desvio padrao de 6,8°C.

O experimento foi conduzido por 28 dias, até
que as primeiras plantulas de eucalipto a emergir
completassem 21 dias.

As varidveis utilizadas para avaliar este
experimento foram as seguintes:

Indice de velocidade de emergéncia até o
sétimo dia apds o inicio da emergéncia das plantulas,
através do método descrito por POPINIGS (1977),
descrito pela férmula: IVE = N,/D, + N,/D, + ...
+ N,/D,_, onde N é igual ao ndmero de plantulas
emergidas no dia (1; 2; até n) e D o nimero de dias
ap6s a semeadura; percentual de tombamento de
pos-emergéncia das plantulas (didrio); e no final
do experimento: comprimento em centimetros
do cauliculo (altura); comprimento da radicula e
producdo de massa de matéria fresca.

Para as analises bioquimicas foi coletada uma
amostra de plantulas por tratamento, determinando
teor de proteinas e fendis totais e a atividade da enzima
fenilalanina amonia-liase (FAL). Imediatamente
ap0s as coletas as amostras foram congeladas e
armazenadas em freezer a -20°C até as avaliagdes.

Para avaliacdo da concentragdo de proteinas
totais utilizou-se o método descrito por BRADFORD
(1976), onde as amostras das plantulas de E. saligna
foram maceradas em almofariz com 10 mL de tamp&o
fosfato 0,2 M (pH 7,5). Em seguida, o material foi
centrifugado (14.000 giros por 10 minutos a 4°C) e
o sobrenadante obtido do processo foi coletado e
levado para leitura em espectrofotdmetro a 630 nm,

com soro albumina bovina como padrao.

Para avaliacdo da enzima FAL, as amostras
armazenadas em freezer foram transferidas e
maceradas em almofariz previamente gelado, onde
acrescentou-se 6,0 mL do tampao de extragdo a 4°C,
o qual foi preparado com mistura de 22,2g de Tris;
0,37g de EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético);
85,5g de sacarose; 10g de PVP (polivinilpirrolidona)
e completou-se o volume para 1000 mL com 4gua
destilada, ajustando o pH para 8,0 com acido
cloridrico 0,2N. apds a maceragdo em solugdo tampao
as amostras foram centrifugadas a 6.000 giros por 10
minutos a 4°C, sendo que o sobrenadante foi diluido
pipetando-se 200 pL do mesmo e acrescentando-se 5
mL do tampao de extragao.

A atividade da FAL foi avaliada com base na
diferenca de absorbancia resultante da conversdo
da fenilalanina em acido trans-cinamico (HYODO
et al., 1978). Pipetou-se 1,5 mL de cada extrato
enzimatico em tubos de ensaio, acrescentando-se 1,0
mL do tampao de extracdo e 0,5 mL de fenilalanina
(49,6mg mL™") ou dgua destilada na prova em
“branco”. Incubou-se a 40°C por uma hora a mistura,
interrompendo-se a reacdo com banho de gelo e
procedendo-se as leituras no espectrofotdbmetro na
faixa de 290 nm (RODRIGUES et al., 2006).

A quantificacdo dos compostos fendlicos
totais foi realizada em duas etapas, seguindo o
método adaptado de BIELESKI e TURNER (1966). A
primeira compreendeu a extracao dos fendis totais,
realizada a partir da adicdo de 4 mL da solugao
metanol, cloroférmio e dgua (MCA), na relagao 6:
2,5: 1,5 v/v, no material vegetal, com trituracao em
almofariz a temperatura ambiente, seguida de uma
centrifugacao a 6000 giros por 20 minutos, sendo
coletado o sobrenadante.

Posteriormente, foi realizada nova extracdo
do residuo remanescente, adicionando-se 4 mL de
MCA, centrifugando novamente a 6000 giros por
20 minutos e o sobrenadante sendo adicionado ao
primeiro, obtendo-se assim o extrato MCA. A esse
extrato foi adicionado 1 mL de cloroférmio e 1,5 mL
de dgua destilada, procedendo-se nova centrifugagao
a 6000 giros por 15 minutos para separagao das fases.

A segunda etapa compreendeu a determinacao
de fenois totais realizada pelo método adaptado
conforme JENNINGS (1981). A quantificacdo
de fenoéis foi feita através de uma curva padrao
utilizando tirosina. As amostras foram preparadas
a partir da retirada de uma aliquota de 0,5 mL da
parte superior do tubo de extracao dos fendis (extrato
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MCA), a seguir adicionado 0,5 mL de 4gua destilada,
mais 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau. Apés 15
minutos, foram adicionados 5 mL do reagente alcalino
“A” (preparado com carbonato de sédio a 2% em uma
solugdo de hidréxido de s6dio 0,1 N), permanecendo
durante 50 minutos até a leitura da absorbancia em 760
nm, em espectrofotometro. O resultado foi expresso
em mg g de tecido fresco.

Os dados obtidos foram submetidos a analise
estatistica, com auxilio do software ASSISTAT 7.6
BETA.

Primeiramente testou-se a normalidade dos
dadosatravés do Teste de Liliefors e de homogeneidade
de variancias pelo Teste de Bartlett. Os dados coletados
em porcentagem (como a variavel porcentagem de
emergeéncia), ndo atenderam ao teste de normalidade,
sendo assim transformados em arc sen V(x/100). Os
dados foram submetidos a analise de variancia a
5% de probabilidade de erro. Quando adequado foi
realizada andlise de regressao, determinando-se assim
modelos matematicos para explicar o comportamento
das variaveis com as dosagens de quitosana aplicadas.

Resultados e Discussoes

Nao foram verificadas diferencas significativas
para as varidveis: porcentagem de emergéncia,
tombamento de pés-emergéncia, altura e massa de
matéria fresca das plantulas de E. saligna.

As plantulas de E. saligna iniciaram a emergir
no sétimo dia ap6s o plantio, e a andlise para indice de
velocidade de emergéncia foi realizada para o décimo

1,6
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1,2

*
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0,6
0,4
0,2

Indice de Velocidade de Emergéncia

0,25 0,5 0,75

¥

quarto dia ap6s a semeadura.

Observa-se na Figura 1, que houve significancia
de uma equacao quadratica para explicar a tendéncia
do IVE para E. saligna, com ponto de maximo de 1,3
na concentragdo de 0,94% de quitosana. Além disso,
verificou-se que houve valores abaixo de 0,8, resultado
obtido na concentracdo de 0% de quitosana.

A utilizacdo de quitosana no tratamento das
sementes de E. saligna trouxe caracteristicas positivas
para diminuir o tombamento de plantulas, pois de
acordo com CAMPOS et al. (2009), quanto mais lenta
for a emergéncia das plantulas, ou seja, menor o IVE,
mais tempo estas estardo expostas a microrganismos
patogénicos, havendo assim, maior probabilidade de
ocorrer damping-off nas mudas.

MAZARO et al. (2009) avaliaram o efeito da
utilizacdo de quitosana no tratamento de sementes
de beterraba e tomate no controle de tombamento
de mudas causado pelo fungo Rhizoctonia sp., onde
observaram que o polimero reduziu a incidéncia do
problema, sendo mais eficiente nas concentracdes
entre 1,1% e 2,5%.

Estudando o efeito da cobertura de sementes
de brécolis e salsa com quitosana, TANADA-PALMU
(2005) descrevem que esta ndo afetou, em termos de
capacidade de germinagdo e vigor em sementes de
brécolis e no vigor de sementes de salsa.

O indice de emergéncia, apesar de ser
aumentado pelo tratamento, em certa faixa foi afetado
negativamente, pois em algumas concentragdes
tiveram resultados com menor IVE do valor obtido
no tratamento testemunha (Figura 1).

=-0,5612903x%+ 1,05516129x + 0,805
R*=0,59*

ﬁ

+
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Figura 1. Indice de velocidade de emergéncia de plantulas de E. saligna, com as sementes tratadas com cinco
concentra¢des de quitosana, 14 dias ap6s a semeadura. *Significativo ao nivel de probabilidade (P <0,05).
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O comprimento radicular foi influenciado
pelo tratamento das sementes com quitosana (Figura
2), sendo a equagdo ajustavel, polinomial ctibica, com
maior e menor valores, nas concentragdes de 0,33% e
1,52% de quitosana, respectivamente.

2,50

Para producdo de mudas em viveiros
florestais, um dos pardmetros de controle de
qualidade a ser observado pelos viveiristas é o
sistema radicular bem desenvolvido (WENDLING et
al., 2002), com isso, o uso da aplicacao de quitosana

y=1,0711901x3-2,97050826x%+1,59203092x + 1,8198723

hd
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Figura 2. Comprimento da radicula de plantulas de E. saligna com as sementes tratadas com cinco concentracdes
de quitosana, aos 28 dias ap6s a semeadura. *Significativo ao nivel de probabilidade (P < 0,05).

em sementes de E. saligna deve ser cuidadoso, uma
vez que observou-se certa faixa de concentracao
prejudicial para o desenvolvimento radicular.

Nas andlises bioquimicas dos tecidos vegetais
das plantulas de E. saligna, a concentragao de 2%
de quitosana ndo pode ser avaliada, pela baixa
quantidade de material vegetal produzido.

Observou-se que o teor de proteinas e de
compostos fendlicos dos tecidos vegetais, ndo
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foram influenciados pelo tratamento das sementes
com quitosana, Entretanto, a atividade da FAL
foi influenciada pelo tratamento das sementes
com quitosana, conforme se observa na Figura 3,
comportamento quadratico com o aumento das
concentragdes do polimero.

O aumento da atividade da enzima FAL
(Figura 3), indica que o polimero pode ter atuado
como elicitor, induzindo resisténcia sistémica nas

y=0,06672616x%+0,06421959x+0,02648045

R*=0,94*

0.5 0,75 1

Concentragao de Quitosana (%)

Figura 3. Atividade da enzima FAL de plantulas de E. saligna origindrias de sementes tratadas com quatro
concentragdes de quitosana, aos 28 dias ap6s a semeadura. *Significativo ao nivel de probabilidade (P < 0,05).
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plantulas. De acordo com CIA et al. (2007) a quitosana
tem mostrado ser efetiva na ativagdo de respostas nos
tecidos vegetais, induzindo o acimulo de proteinas
relacionadas a patogénese (proteinas-RP) e elicitando
a produgao de fitoalexinas.

MAZARO et al. (2009) verificaram que a
quitosana induziu atividade bioquimica em tecidos
foliares de plantulas de beterraba e tomate tratadas
com quitosana, aumentando os teores de actcares
totais e redutores, proteinas totais e na atividade
da FAL.

No presente trabalho a hipétese de inducao
de resisténcia nao pode ser comprovada, pois
o tratamento das sementes com quitosana,
estatisticamente ndo influenciou as varidveis
porcentagem de emergéncia e redugdo de tombamento
de pds-emergéncia. Ainda, os teores de compostos
fenolicos ndo foram influenciados, e de acordo com
TAIZ e ZEIGER (2004), a FAL esta situada em um
ponto de ramifica¢do entre o metabolismo primario
e o secundario, a qual catalisada regula a formagao
destes compostos.

Considerando os resultados obtidos, a
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