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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial da quitosana na inducdo de resisténcia ao tombamento de
plantulas em tomateiro causado por Rhizoctonia solani. As sementes de tomateiro foram submersas em solugdo com quitosana
por 20 minutos, nas concentracdes de 0,25%; 0,5%; 1% e 2% e na testemunha (somente dgua destilada). As sementes foram
semeadas em bandejas de isopor contendo substrato inoculado com R. solani e mantidas em cdmara de crescimento com
fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25 + 2 °C por 14 dias. Apds este periodo foi avaliada a sobrevivéncia de plantulas,
comprimento e massa da matéria fresca e atividade das enzimas fenilalanina aménia-liase (FAL), quitinase e -1,3-glucanase.
Os resultados obtidos demonstraram que a quitosana quando aplicada em tratamento de sementes de tomate, na concentracéo
de 0,30%, favorecem a sobrevivéncia das plantulas em substrato inoculado com o patégeno. Este resultado esté relacionado
principalmente a ativacdo de mecanismos de resisténcia no vegetal, evidenciados pela ativagdo das enzimas FAL, quitinases e
B-1,3-glucanases.

Palavras-chave: fitopatologia, proteinas relacionadas a patogénese (PRP’s), Solanum lycopersicum L.

CHITOSAN IN THE INDUCTION OF RESISTANCE TO THE DAMPING OFF TOMATO
SEEDLINGS CAUSED BY Rhizoctonia solani Kuhn

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the potential of chitosan in inducing resistance against damping off
in tomato caused by Rhizoctonia solani. The tomato seeds were submerged in solution with chitosan for 20 minutes in
concentrations of 0.25%; 0.5%; 1% and 2% and in the control (distilled water only). The seeds were sown in polystyrene trays
containing substrate inoculated with R. solani and kept in a growth chamber with 12 hours photoperiod and temperature of 25
+ 2 °C for 14 days. After this period we evaluated the survival of seedlings, length and fresh weight and activity of the enzyme
phenylalanine ammonia lyase (PAL), chitinase and -1.3-glucanase. The results showed that chitosan when applied on tomato
seeds at concentration of 0.30% incresead the survival of seedlings growing in substrate inoculated with the pathogen. This
result is mainly related to the activation of resistance mechanisms in the plant, evidenced by activation of PAL, chitinases and
B-1.3-glucanases enzymes.

Key words: plant pathology, pathogenesis-related proteins (PRP’s), Solanum lycopersicum L.

INTRODUCAO

O tomateiro é uma espécie olericola amplamente
difundida em todos os estados brasileiros, sendo a segunda
mais cultivada em &rea no pais, superada somente pela
batata-inglesa (Solanum tuberosum). A producéo brasileira
de tomate esta concentrada nas regides Sudeste (37,74%) e
Centro-oeste (33,8%). No Brasil, na safra 2011, os estados
com maior producdo foram: Goiés (32,56%), Sdo Paulo
(19,53%), Minas Gerais (10,16%), Parana (7,85%) e Bahia
(7,67%) (IBGE, 2012).

Anualmente vérias toneladas de tomate sdo
deixadas de produzir devido a danos causados por

doencas, sendo que nos estadios iniciais da cultura, o
tombamento de plantulas é uma doenga que dificulta o
processo de producdo de mudas e a estabiliza¢do da cultura
no inicio do seu desenvolvimento (NUEZ, 2001). O
tombamento ou “damping-off” & considerado um dos
maiores problemas das doengas de plantas, porém, o seu
controle ou prevencéo é dificultado pelo envolvimento de
muitos patdgenos que atuam isoladamente ou combinados
(STEPHENS et al., 1981).

A doenca caracteriza-se por atacar a cultura na
fase de plantula, podendo ocorrer na pré e pos-emergéncia.
A sintomatologia é caracterizada pela presenca de lesdes
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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).

Dentre os fungos que causam tombamento de
plantulas, Rhizoctonia solani esta entre as espécies mais
relevantes deste tipo de doenca (BEDENDO, 2011).

Dentre os métodos de controle alternativo, cada
vez mais tem se destacado o uso de indutores de
resisténcia das plantas para controle de doengas de plantas.
A indugdo de resisténcia é a ativagdo de um estado de
resisténcia contra doengas, sendo este induzido
sistemicamente em plantas pela utilizacdo de agentes
externos bidticos ou abidticos, sem nenhuma alteragdo do
genoma da planta, sendo estes chamados de elicitores
(STADNIK, 2000; HAMMERSCHIMITD 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 elicitora
sobre uma grande variedade de fitopatdgenos (EL
GHAOUTH et al., 1992; EL GHAOUTH et al., 1997;
BHASKARA REDDY et al.,, 2000; DEVLIEGHERE et
al., 2004; PEREIRA et al., 2008). Em tratamentos de
sementes de tomate e beterraba com quitosana, Mazaro et
al. (2009) observaram potencial dos tratamentos na
redugdo da incidéncia de tombamento na concentracdo de
2,5%.

Ja em tratamentos de sementes de acacia-negra
(Acacia mearnsii), trabalho realizado por Freddo et al.
(2012), as concentracOes de quitosana entre 0,6% e 0,9%
sdo recomendadas para reduzir o tombamento e acelerar o
desenvolvimento inicial das plantulas. Ainda, estes autores
observaram que a quitosana demonstra capacidade de
alteracdo do teor de proteinas dos tecidos vegetais das
plantulas e da capacidade de ativacdo da enzima FAL. Em
estudo realizados por Freddo et al. (2014), com quitosana
sobre R. solani em condicfes in vitro, demonstram acéo
fungistatica e sugeriram estudos futuros, no sentido de se
averiguar a eficdcia da aplicacdo de quitosana no controle
de R. solani em campo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
da quitosana no tratamento de sementes, para inducdo de
resisténcia em plantulas de tomate (S. lycopersicum) ao
tombamento causado por R. solani.

MATERIAL E METODOS

O isolado de R. solani foi obtido de plantulas de
tomate infectadas com o mesmo. O micélio do fungo foi
isolado e cultivado primeiramente em placas de Petri® com
meio BDA (batata, dextrose, agar), incubadas em camara
de crescimento a temperatura de 25 + 1 °C e fotoperiodo
de 12 h. Em seguida, o micélio do fungo foi inoculado em
sementes de trigo autoclavadas, que foram incubadas a
temperatura de 25 + 1 °C e fotoperiodo de 12 h, até sua
completa colonizagéo.

Em seguida, procedeu-se a esterilizacdo do
substrato para cultivo do tomate. O substrato da marca
Plantmax Florestal® foi esterilizado em autoclave a 120 °C
por 40 min. Apds a esterilizagdo do substrato, procedeu-se
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a inoculagdo do mesmo com o patogeno cultivado nas
sementes de trigo, na proporcdo de 10 g Kg™, trés dias
antes de receber a semeadura.

As sementes de tomate utilizadas no experimento
foram da variedade Santa Cruz, tipo salada, da empresa
Isla Sementes, sem tratamento quimico, as quais foram
imersas em solucBes de quitosana. Estas solucbes foram
preparadas com quitosana oriunda de farméacia de
manipulagdo, com 98% de pureza do produto, a qual foi
diluida em solucédo contendo acido acético a 1% e entéo,
ajustadas as concentragdes com agua destilada (0,25%;
0,5%; 1% e 2%). O tratamento das sementes por imerséo
foi realizado por periodo de 20 min, sendo que para a
testemunha utilizou-se somente agua destilada.

Em seguida, as sementes foram semeadas em
bandejas de poliestireno expandido, contendo o substrato
inoculado com sementes de trigo miceliadas com R. solani.
O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
ao acaso, com cinco repeticbes para cada tratamento,
sendo considerada como repeticdo uma bandeja contendo
vinte células, aonde cada célula recebeu uma semente
tratada ou ndo, de acordo com as concentragdes descritas
acima.

As bandejas foram incubadas por 14 dias em
camara de cultivo, com controle de temperatura (25 * 2
°C), luminosidade (fotoperiodo de 12 h) e umidade (70 +
10%). Foram analisadas as seguintes variaveis ao término
do experimento: sobrevivéncia e comprimento de
plantulas, massa da matéria fresca e analises bioquimicas.
Os testes bioguimicos foram avaliados nos tratamentos
testemunha e na concentracdo de quitosana de 0,25%, onde
se procedeu a avaliagdo dos teores das enzimas
fenilalanina aménia-liase (FAL), pB-1,3-glucanases e
quitinases. Para estas analises, foram constituidas amostras
de 0,5 g, mescladas entre todas as partes do vegetal
(folhas, cauliculo e raizes), as quais foram imediatamente
apos a coleta, congeladas e armazenadas em refrigeracéo (-
20 °C) até as avaliacdes.

A determinacgdo da atividade da FAL foi realizada
por quantificacdo colorimétrica do &cido trans-cindmico
liberado do substrato fenilalanina, conforme metodologia
descrita por Kuhn (2007). Para a quantificacdo das
atividades de quitinases e B-1,3-glucanases, seguiram-se 0s
procedimentos descritos por Guzzo e Martins (1996), com
adequacdes, sendo que as amostras foram maceradas em
2,0 mL de tampé&o acetato 100 mM (pH 5,0), com posterior
centrifugacdo (20.000 giros 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 liberacdo de fragmentos solUveis de
“chitin-azure”, a partir de quitina carboximetilada marcada
com remazol brilhante violeta (Sigma Aldrich®). Para
determinagdo espectrofotométrica das atividades de B-1,3-
glucanases, nos extratos foi utilizado como substrato
curdlan-remazol azul brilhante (Sigma Aldrich®; 4 mg mL®

1
).

Os dados foram submetidos ao teste de
Normalidade de Liliefors para verificar o atendimento aos
pressupostos do modelo matemético. Os dados que
atenderam aos pressupostos, foram submetidos a analise de
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variancia (p < 0,05) e quando significativos, foram
submetidos a analise de regressdo, com um nivel de 5% de
significancia. Ja os dados que ndo seguiram a distribuicéo
de frequéncias normal, foram avaliados pelo desvio padréo

das suas médias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A sobrevivéncia de plantulas de tomate em
substrato inoculado com R. solani, foi favorecido pelo
tratamento das sementes com quitosana, até a concentragéo
de 0,60%, quando comparado com a testemunha. Acima
desse valor de concentracdo do polimero aplicado nas
sementes, houve desfavorecimento da variavel. O valor de
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maxima sobrevivéncia de plantulas ocorreu na
concentracdo de 0,30% de quitosana (Figura 1).

Com relacdo ao comprimento de plantulas e
massa da matéria fresca, o tratamento das sementes com
quitosana ndo influenciou estas varidveis, ndao havendo
diferenca estatistica entre as concentracdes testadas
(Figuras 2 e 3). Tal efeito pode estar relacionado ao fato de
que, a quitosana, em concentracdes elevadas, ative rotas
metabdlicas antagbnicas as envolvidas no processo de
germinacéo, ou ainda, sejam ativadas rotas de defesa de
forma intensa que provocam perdas metabdlicas,
resultando em danos na germinacdo e no tamanho de
plantulas.

¥ =-3,3747x%+ 2,0397x + 87,8654
R*=0,67

o

70 T
0,00 0,25

1,00 2,00

Concentracio de Quitosana (o)

FIGURA 1 - Sobrevivéncia de plantulas de tomate variedade Santa Cruz em substrato inoculado com Rhizoctonia solani, 14
dias apos incubacdo a temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 12 horas e umidade relativa de 70 + 10%, em funcéo do

tratamento das sementes com concentra¢des de quitosana.
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FIGURA 2 - Comprimento de plantulas de tomate variedade Santa Cruz em substrato inoculado com Rhizoctonia solani, 14
dias apds incubacdo a temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 12 horas e umidade relativa de 70 + 10%, em funcdo do
tratamento das sementes com concentra¢des de quitosana.
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FIGURA 3 - Massa da matéria fresca de plantulas de tomate variedade Santa Cruz em substrato inoculado com Rhizoctonia
solani, 14 dias apés incubacdo a temperatura de 25 * 2 °C, fotoperiodo de 12 horas e umidade relativa de 70 + 10%, em funcéo

do tratamento das sementes com concentra¢des de quitosana.

Em trabalho realizado por Di Piero et al. (2008)
em plantas de feijdo, a aplicacdo de quitosana reduziu a
doenca no trifolio pré-tratado (efeito local), no entanto,
doses a partir de 24 mg por plantas mostraram-se
fitotoxicas. Em videira cv. Chardonnay, a concentracdo
quitosana de 2% de chitogel teve um efeito negativo no
crescimento das plantulas e concentragbes maiores
promoveram morte das mesmas (AIT BARKA et al.,
2004).

Resultados de indugdo de resisténcia no controle
de fungos do solo, com uso de quitosana, ja haviam sido
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 podriddo-das-raizes causada por
Pythium aphanidermatum (EL GHAOUTH et al., 1994).

Pastucha (2008) avaliando a aplicacdo de
quitosana em diferentes fases de desenvolvimento de
plantas de soja observou que quando a quitosana €
aplicada nas sementes, nas mudas e no inicio do
florescimento, apresentou maior eficiéncia em inibir
infeccbes em comparacdo com a aplicacdo apenas no
periodo de desenvolvimento da soja. De acordo com o
autor, estas aplicagdes protegem as sementes germinadas
das infecgdes por fungos do solo e o tratamento nas mudas
prorroga o efeito protetor da quitosana de infec¢des por
fitopatégenos.

Com relacdo as enzimas de defesa, FAL,
quitinases e B-1,3-glucanases, a aplicacdo de quitosana as
sementes de tomate na concentracdo de 0,25% estimulou
significativamente a atividade das mesmas, em
comparacdo com a testemunha (sem quitosana) (Figura 4).
Este resultado pode ter sido importante no aumento da
sobrevivéncia de plantulas de tomate em substrato
inoculado com R. solani.

A FAL ¢ considerada chave entre o0s
metabolismos priméario e secundario e precursora da rota
do acido chiquimico, via fenilpropanoides. Seus produtos
sdo modificados em precursores de metabdlitos
secundarios, como por exemplo: ligninas, flavonoides e

fitoalexinas que participam durante a interacdo 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
fenodlicos que estdo relacionados com o fenémeno 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 FAL,
envolvida na rota metabdlica de alguns compostos
relacionados a defesa da planta, rota dos fenilpropandides,
antocianinas, flavonoides, taninos e resultou na reducdo do
tombamento de plantulas de tomate causado por R. solani.

Assim como para FAL, a aplicacdo de quitosana
na concentracdo de 0,25% elevou a atividade das enzimas
de defesa B-1,3-glucanases e quitinases, as quais atuam
diretamente sobre a parede celular do fungo, prevenindo a
penetracdo de patdgenos, por acdo de degradacdo das
quitinas e glucanas, presentes na parede celular dos
patégenos (DURRANT; DONG, 2004). Desta forma,
comprova-se que a aplicagdo de quitosana induz a
resisténcia em plantulas de tomateiro, pela ativagdo das
proteinas-RPs.

Aziz et al. (2006) observaram a elevacdo na
atividade de B-1,3-glucanases em folhas de videira e
tomateiro tratadas com quitosana a 300 pug mL™. Esse
incremento na atividade enzimética auxiliou na prote¢do
de videira contra as doengas causadas por Botrytis cinerea
e Plasmopara viticola, bem como na reducdo da
severidade da requeima do tomate provocada por
Phytophthora infestans (ATIA et al., 2005).

Além da indugdo de resisténcia, a quitosana pode
atuar inibindo o crescimento micelial de R. solani. Freddo
et al. (2014), em seu experimento, demonstraram que em
doses de 0; 0,25; 0,50; 1,0 e 2,0% de quitosana em meio
BDA, a inibicdo do crescimento micelial do patégeno foi
de forma linear crescente, conforme o aumento da dose
testada.
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FIGURA 4 - Atividade enzimética de fenilalanina amonia-liase (FAL), quitinases e -1,3-glucanases em plantulas de tomate
variedade Santa Cruz em substrato inoculado com Rhizoctonia solani, 14 dias ap6s incubacéo a temperatura de 25 + 2 °C,
fotoperiodo de 12 horas e umidade de 70 + 10%, em funcdo do tratamento das sementes com quitosana (0,25%) ou ndo

(testemunha).

CONCLUSOES

A tilizacdo de quitosana no tratamento das
sementes de tomate foi favordvel ao aumento da
sobrevivéncia das plantulas em substrato inoculado com R.
solani. Este resultado pode ser devido ao fato do
tratamento das sementes com quitosana ativar mecanismos
bioquimicos de resisténcia, expressado no trabalho pelo
aumento da atividade enzimatica de FAL, quitinases e B-
1,3-glucanases.
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