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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do tratamento de sementes, com o indutor de resisténcia
quitosana, sobre o tombamento de plantulas de beterraba ¢ tomate, e sua relagdo com alteragdes bioquimicas
¢ a defesa vegetal. Cada parcela foi representada por 25 sementes. Os tratamentos consistiram da imersao
das sementes em quitosana nas concentragdes de 0; 0,25; 0,5; 1; 2 e 4%. Posteriormente, as sementes foram
semeadas em bandejas com o substrato infectado com Rhizoctonia sp., ¢ mantidas em casa de vegetagao
por 14 dias. A quitosana induziu a resisténcia das plantulas de beterraba e tomate e reduziu a incidéncia de
tombamento. As concentra¢des de 1,1 e 2,5% apresentaram maior eficiéncia na redug¢@o do tombamento, para
as culturas da beterraba e tomate, respectivamente. O uso da quitosana induz o aumento na atividade da enzima
fenilalanina amonia-liase (FAL) e interfere nas variaveis bioquimicas foliares de proteinas e agucares totais e
redutores.

Termos para indexagdo: indugdo de resisténcia, proteinas relacionadas a patogénese, tombamento de
plantulas.

Control of beet and tomato damping-off by seed treatment with chitosan

Abstract — The objective of this study was to evaluate the effect of seed treatment using the resistance inductor
chitosan to control damping-off in tomato and beet seedlings, and its relationship with plant biochemical
alterations and plant protection. Each plot was represented by twenty-five seeds. Treatments consisted of seed
immersion in a chitosan suspension at 0, 0.25, 0.5, 1, 2 and 4% concentrations. Seeds were then sowed in trays
with a substrate infected with Rhizoctonia sp. and maintained in greenhouse conditions for 14 days. Chitosan
induced seedling resistance and reduced damping-off. The 1.1 and 2.5% concentrations were more efficient
in controling the damping-off for beet and tomato crops respectively. Chitosan increases the phenylalanine
ammonialyase (PAL) activity and interferes with the total proteins and total and reduced sugars rates in the

leaves.

Index terms: systemic acquired resistance, pathogenesis-related proteins, damping-off.

Introducio

As culturas do tomate e beterraba apresentam alta
suscetibilidade a diversas doencas durante seu cultivo,
entre as quais o tombamento de plantulas, também
chamado de damping-off. Esta doenca causa lesdes
deprimidas nos tecidos vegetais jovens, que provocam
o fendilhamento ou constricdo do caule ¢ levam ao
tombamento da muda.

O tombamento de plantulas ¢ causado principalmente
por fungos dos géneros Rhizoctonia, Pythium,
Phytophthora, Colletotrichum, Phoma, Fusarium,
Helminthosporium, Cercospora ¢ Botrytis ¢ pelas
bactérias dos géneros Xanthomonas e Pseudomonas
(Bedendo, 1995).
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Normalmente, medidas de controle preventivas,
como tratamento de sementes e uso de fungicidas, sdo
empregadas pelos produtores. No entanto, a crescente
preocupacdo com a qualidade ambiental e com os
padrdes de producdo agricola, além do aumento da
demanda por produtos saudaveis, tem levado a busca
por informagdes sobre praticas de producao favoraveis
a conservacdo da qualidade do meio ambiente
(Campanhola & Bettiol, 2003). Métodos alternativos
de controle de doencas vém destacando-se, por meio
do uso de indutores ou eliciadores que induzam a
resisténcia das plantas aos patogenos (Kuhn, 2007,
Silva, 2007).
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A inducdo de resisténcia pode ser conceituada
como mecanismo de defesa — induzido por agentes
biodticos ou abidticos — que confere protecdo contra
amplo espectro de microrganismos (Durrant & Dong,
2004; Mazaro, 2007). No nivel molecular, a indugdo
de resisténcia € caracterizada pela ativagao de ampla
gama de genes latentes relacionados aos mecanismos
de defesa da planta contra patdégenos.

Entre os indutores de resisténcia que vém sendo
avaliados na agricultura pode-se citar a quitosana,
obtida a partir da reagdo de desacetilagdo parcial da
quitina presente em invertebrados marinhos, insetos,
fungos e leveduras (Mathur & Narang, 1990).
A quitosana age ligando-se a receptores presentes na
membrana celular das plantas, mimetiza o fendmeno de
reconhecimento que ocorre na interagdo incompativel
entre a planta e o patdogeno (Labanca, 2002) ¢ pode
inibir as proteinases, promover a lignificacao (Terry &
Joyce, 2004), alterar o metabolismo das fitoalexinas
(Mazaro et al., 2008), induzir a formag¢ao de compostos
fenolicos (Bautista-Banosetal.,2006), ativar as enzimas
quitinases e beta-1,3-glucanases (Zhang & Quantick,
1998; Rodrigues et al., 2006), fenilalanina amonia-liase
(FAL) (Romanazzi et al., 2002; Rodrigues et al., 2006)
e peroxidase (Zhang & Quantick, 1997). AFAL é talvez
a enzima mais estudada no metabolismo secundario
vegetal, pois esta situada em um ponto intermediario
entre o metabolismo primario e secundario, e
catalisa uma etapa reguladora na formacdo de muitos
mecanismos de defesa vegetal (Taiz & Zeiger, 2004).
A FAL esta localizada nos cloroplastos, principalmente
nas membranas dos tilacoides, atua na desaminagdo
da L-fenilalanina e forma acido trans-cinamico e
amonia. O acido trans-cindmico pode ser incorporado
em diferentes compostos fenolicos (acido 4-cumarico,
acido cafeico, acido ferulico) presentes na formagao de
¢ésteres, cumarinas, flavonoides e ligninas (Cavalcanti
et al., 2005).

A indugdo de resisténcia com a utilizacdo de
quitosana foi demonstrada em diversas culturas como
o feijoeiro, em que a quitosana provocou o aumento
na atividade de glucanase (Di Piero & Garda, 2008).
Em um trabalho que avaliou o efeito da quitosana na
inducdo de resisténcia a Fusarium oxysporum f. sp.
tracheiphilum, em plantas de caupi, verificou-se a
reducao da severidade da doenca e o aumento da
atividade da FAL e beta-1,3-glucanase (Rodrigues
et al., 2006). Pereira et al. (2008) obtiveram quitosana

do micélio de Trichoderma sp. e de Rhizopus sp. ¢
observaram que ela conferiu capacidade de protegdo a
plantas de cacaueiro atacadas por Verticillium dahliae.
Cavalcanti et al. (2006) avaliaram alguns indutores,
entre eles a suspensdo de quitosana proveniente de
micélio de Crinipellis perniciosa, € obtiveram prote¢ao
em plantas de tomateiro atacadas por Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria. Esses autores observaram,
ainda, aumento na atividade de duas proteinas
— quitinase e beta-1,3-glucanase — relacionadas a
patogénese em folhas de plantas de tomateiro.

Por mais que se conhecam os efeitos indutores de
quitosana, ndo foram encontrados trabalhos sobre o
controle de tombamento em plantulas de beterraba
e tomate. Assim, sd0 necessarias pesquisas que
contribuam com informagoes relacionadas ao uso da
quitosana para essas culturas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a quitosana como
indutor de resisténcia, em tratamento de sementes de
tomate e beterraba para o controle do tombamento de
plantulas, e relacionar a quitosana com alteragdes nas
caracteristicas agronomicas e bioquimicas do tecido
vegetal.

Material e Métodos

Os experimentos foram desenvolvidos na area
experimental de olericultura da Universidade
Tecnologica Federal do Parana, Campus Dois
Vizinhos, e as analises laboratoriais foram realizadas
no Laboratério de Bioquimica e Fitossanidade da
mesma Institui¢ao, em 2008.

Os tratamentos aplicados envolveram
concentracdes de quitosana (0,25; 0,5; 1; 2 e 4%)
e a testemunha (4gua destilada). A quitosana foi
dissolvida em acido acético a 1% e diluida com agua
destilada para obtencdo das concentragdes a serem
testadas. As sementes foram imersas na solucdo
de quitosana por 5 s ¢ semeadas em bandejas com
o substrato agricola Plantmax Fibra Hortalicas
(Eucatex, Sdo Paulo, SP), que foi esterilizado em
autoclave por 1 hora a 120°C, e entdo infectado com
Rhizoctonia sp.

Os in6culos de Rhizoctonia foram preparados a
partir de isolados obtidos em lavouras de tomate e
beterraba, de onde se obtiveram culturas puras em
placas de Petri, com meio BDA. As culturas foram
mantidas em estufa incubadora tipo BOD a 23+2°C,
com fotoperiodo de 12 horas. Para inoculagdao no
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substrato, discos da cultura pura foram colocados em
sementes de sorgo autoclavadas, mantidas a 23+2°C,
com fotoperiodo de 12 horas. As sementes de sorgo
contaminadas com Rhizoctonia foram colocadas no
substrato esterilizado, na propor¢cdo de 20g kg' de
substrato. Apos 24 horas, foram feitas as semeaduras,
manualmente, tendo-se colocado uma semente
por célula nas bandejas de cultivo. Foi utilizado o
delineamento experimental inteiramente casualizado,
com seis tratamentos e quatro repeti¢oes. A unidade
experimental foi composta por 25 sementes, com bandeja
contendo quatro unidades experimentais cada uma.

As bandejas foram mantidas em casa de vegetacao
a temperatura média de 25+£2°C. As avaliagdes foram
realizadas apo6s 14 dias, tendo-se determinado:
a incidéncia de tombamento apds a emergéncia
(percentagem de plantas tombadas); a massa de matéria
fresca; o comprimento da radicula e da parte aérea; e
as analises bioquimicas (proteinas e agucares totais e
redutores, atividade da enzima FAL).

Para as analises bioquimicas, foi coletada uma
amostra de plantulas de aproximadamente 5 g de
todos os tratamentos e repeticdes de onde foi obtido o
material vegetal. Nessas analises foram determinados:
proteinas, actcares totais e redutores, bem como a
atividade da FAL. Imediatamente apos as coletas, as
amostras foram congeladas, em nitrogénio liquido e
armazenadas em freezer a 20°C, até as avaliacoes.

Para a dosagem de proteinas, foi empregado o teste de
Bradford (1976). As concentragdes de agticares soluveis
totais foram determinadas pelo método fenol-sulftirico
descrito por Dubois et al. (1956). Actcares redutores
foram determinados pelo método do dinitrosalicilato
(DNS) (Miller, 1959). A determinacdo da atividade da
fenilalanina amonia-liase foi realizada por quantificagao
colorimétrica do acido trans-cindmico, liberado do
substrato fenilalanina, conforme Kuhn (2007).

Os resultados obtidos foram submetidos a avaliacao
de homogeneidade, pelo teste de Bartlett, a 5% de
probabilidade. A andlise de varidncia e a comparacao
de médias foram feitas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade, e as analises de regressao foram feitas
pelo Sanest (Zonta & Machado, 1984).

Resultados e Discussao

Na beterraba, concentragdes de quitosana acima de
0,5% aumentaram o desenvolvimento das plantulas,
com ganho de massa de matéria fresca (Figura 1 A), e
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induziram resisténcia com a consequente diminui¢ao do
tombamento (Figura 2 A). O maior efeito de inducao de
resisténcia, entre as concentragdes avaliadas, foi obtido
com 1,1% de quitosana, calculado por meio do ponto
minimo, com tombamento de 36,49% (Figura 2 A).
O ponto maximo foi obtido com 3,25% de quitosana,
tendo-se 68,62% de tombamento. Observou-se que
o efeito indutor da quitosana em beterraba pode ser
restrito a determinada faixa de concentracdo, uma vez

1.0, ¥=-0,0664x"+0,3269x + 0,5469 A
R*=0,86*

0,8

0,6 ;
y =-0,0562x" + 0,3443x + 0,3381

R’=0,86*

Massa de matéria fresca (g)

0,0 05 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

y=-0,2941x + 1,7403x" - 2,1996x + 4,578
R®=0,96*

y =0,4528x" - 2,6796x" + 3,3389x + 3,035
R’ =0,99*

Comprimento de radicula (cm)

0,0
00 05 10 1,5 20 25 30 35 40
8,0

Média: 7,1 c
6,0
4,0 .

2,01 y=-02127% + 1,1133x* - 0,8015x + 3,5064
R*=0,90*
0,0 . . . : :
00 05 10 1,5 20 25 30 35 40
Concentracdo (%)

Comprimento da parte aérea (cm)

@ Beterraba W Tomate‘

Figura 1. Massa de matéria fresca (A), comprimento de
radicula (B) e da parte aérea de plantulas (C) de beterraba
e de tomate ndo tratadas e tratadas com quitosana em cinco
concentragoes. *Significativo a 5% de probabilidade.
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que em concentra¢des maiores o efeito ndo foi obtido
(Figura 2 A).

As maiores médias para o comprimento da
radicula das plantulas de beterraba foram obtidas nas
concentracdes entre 2 e 4% (Figura 1 B). Ao comparar
esses resultados com os da Figura 2 A, observou-se
que houve menor desenvolvimento de raizes nas
concentracdes nas quais a incidéncia de tombamento
foi menor. O mesmo foi observado para o tomateiro
(Figuras 1 B e 2 B). Possivelmente, o uso da quitosana
fez com que rotas metabolicas e reservas destinadas
ao desenvolvimento radicular fossem empregadas
na defesa contra o tombamento. Esses efeitos podem
ocorrer quando se faz uso de indutores de resisténcia,
em consequéncia de desvios de rotas metabolicas para
sintese de compostos de defesa (Heil & Bostock, 2002).
Em plantas de feijoeiro, o uso do indutor de resisténcia
acibenzolar-s-metil (ASM) alterou o metabolismo
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Figura 2. Incidéncia de tombamento de plantulas de beterraba
(A) e tomate (B) e atividade da fenilalanina amonialiase
(FAL), em fungdo das concentra¢des de quitosana aplicadas
no tratamento de sementes. *Significativo a 5% de
probabilidade.
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da planta, redirecionando os fotoassimilados para
mecanismos de defesa, com reducdo da produtividade
(Kuhn, 2007). A diminui¢ao do rendimento em cebolas
também foi observada, quando se avaliou o efeito da
aplicacao foliar do polissacarideo ulvana, obtido da
alga Ulva sp., na indugao de resisténcia para o controle
do mildio e da podridao-de-escamas (Wordell Filho
et al., 2007).

O comprimento da parte aérea das plantulas de
beterraba ndo apresenta diferencas significativas entre
as concentragdes de quitosana utilizadas, com média
de 7,1 cm (Figura 1 C).

No tomateiro, houve maior ganho de massa de
matéria fresca e maior desenvolvimento da parte aérea
quando se utilizou a quitosana, em concentragdes acima
de 2% (Figura 1 A e C). Na concentracdo de 2,5% de
quitosana houve menor incidéncia de tombamento
(0,128%) (Figura 2 B).

Estes resultados mostraram o potencial de utilizagao
de quitosana como indutor de resisténcia no controle
de tombamento de plantulas de beterraba e tomate.
Resultados similares com uso de quitosana foram
observados em plantas de pepino com a indugdo
de respostas de defesa, inclusive com formacdo de
barreiras estruturais nos tecidos das raizes e o estimulo
das hidrolases, contra a podridao-das-raizes causada
por Pythium aphanidermatum (E1 Ghaouth et al.,
1994).

Para beterraba e tomate, o uso do indutor interferiu
nas variaveis bioquimicas foliares de agucares totais,
acucares redutores e proteinas totais (Figura 3 A, B, C),
¢ na atividade da enzima fenilalanina amonia-liase
(FAL) (Figura 2 A e B).

Para beterraba, o maior teor proteico foi obtido em
concentracdes acima de 1% (Figura 3 C). No tomateiro,
o maior teor foi observado na testemunha (19,8 mg g! de
tecido), no entanto, sem diferenga estatistica com a média
dos tratamentos, com teor proteico de 17,65 mg g! de
tecido.

Em beterraba, os maiores teores de agucares totais
foram obtidos nas concentragdes de 0, 2 e 4%, e para
o0 tomateiro, somente a testemunha foi maior para essa
variavel. As maiores médias para acucares redutores
foram observadas nas concentragdes a partir de 0,5%
em beterraba (Figura 3 B), o que ndo foi verificado para
o tomateiro, que apresentou média de 0,009 mg g de
tecido (Figura 3 B).
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Essas alteragdes nas variaveis bioquimicas de
macromoléculas — como nas proteinas totais, agucares
redutores (glicose, manose e frutose) e aglcares totais
(redutores e sacarose) — podem estar relacionadas ao
aumento da atividade metabodlica das plantulas, pois
os ciclos metabdlicos estdo integrados. Um processo
de indugdo de compostos do metabolismo secundario
pode afetar o metabolismo primario do carbono como
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Figura 3. Concentra¢do de agucares totais (A), agucares
redutores (B) e proteinas totais (C), presentes nos extratos
de plantulas de beterraba e tomate ndo tratadas e tratadas
com quitosana em cinco concentragdes. *Significativo a 5%
de probabilidade.
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a glicolise, pentose fosfato ou ciclo do acido citrico
(Mazaro 2007).

Kuhn (2007) trabalhou com o indutor de resisténcia
acibenzolar-S-metil (ASM) em feijoeiro e obteve
alteracdo nos niveis de proteinas totais e aglcares
redutores, tendo indicado que a elevacdo dos niveis
de proteinas esta relacionado a sintese de proteinas
associada a patogénese, além de outras proteinas de
defesa vegetal. Segundo Kuhn (2007), a elevacao dos
niveis de agucares redutores pode ser evidéncia da
inversao no processo de armazenamento, visto que, para
a planta manter um nivel respiratorio mais elevado, ha
necessidade de agucares simples disponiveis.

A atividade da enzima FAL foi estimulada com
a aplicacdo de quitosana, independentemente da
concentracdo utilizada, uma vez que, em ambas as
culturas, houve diferengas nas concentragoes de FAL
em comparacao as da testemunha (Figura 2 A e B).
Os maiores valores obtidos para FAL ocorreram com
as concentragdes de 0,5 ¢ 1% e, 0,25 a 4% de quitosana
para beterraba e tomate, respectivamente. A melhor
eficiéncia técnica, calculada por meio da regressao,
ocorreu nas concentragcdes de 1,10 e 2,50%, para
beterraba e tomate, respectivamente (Figura 2 A e B).

O aumento da atividade da FAL e a redugdo
da incidéncia do tombamento de plantulas
(Figura 2 A e B) indicam que a quitosana atua via rota
dos fenilpropanoides para forma¢ao de compostos de
defesa. A producdo de moléculas de defesa vegetal
— antocianinas, flavonoides, taninos condensados e
isoflavonoides — ¢ desencadeada por enzimas da rota
dos fenilpropanoides, ativadas principalmente pela
fenilalanina amdnia-liase, a primeira e mais importante
enzima envolvida nesta rota (Lemos, 2006). Outros
autores, como Danner et al. (2008), sugerem essa
relacdo, pois observaram aumento dos niveis de fendis
totais e da atividade da FAL, pelo uso dos eliciadores
Messenger, Pro Acte e ASM; sugerem, ainda, que os
eliciadores ativaram a rota dos fenilpropanoides, ou
seja, potencializaram os mecanismos envolvidos na
sintese de compostos fendlicos, como as fitoalexinas e,
principalmente, a lignina, que confere a parede celular
maior resisténcia aos patogenos.

Trabalhos de pesquisa devem dar continuidade a
essas respostas obtidas quanto as culturas de beterraba
e tomate, pelo uso do indutor quitosana, em razao dos
diversos mecanismos possiveis de atuagdo nas plantas
e nos patogenos, que devem ser complementadas com
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informag¢des sobre condi¢des ambientais, nutricionais,
cultivares, efeitos sobre patdogenos, pressao de inoculo,
entre outros fatores relacionados a resposta da planta.
Os resultados observados neste trabalho mostram que
a quitosana tem efeito na inducéo da enzima de defesa
vegetal fenilalanina amdnia-liase e tem potencial de
utilizagdo no controle de tombamento de plantulas de
beterraba e tomate.

Conclusoes

1. O tratamento de sementes de beterraba e de
tomate com o indutor quitosana induz a resisténcia de
plantulas e reduz a incidéncia do tombamento.

2.0 uso do indutor interfere nas variaveis
bioquimicas foliares de proteinas totais, agticares totais
e agucares redutores ¢ induz o aumento da atividade
da enzima fenilalanina amonia-liase nas plantulas de
beterraba e tomate.
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