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RESUMO

CRUZ, Mycheli Preuss. Potencial de indutores de resisténcia no tratamento de sementes de
angico-branco (Anadenanthera colubrina (Vellozo) Brenan) e no controle de Fusarium sp.
em condicdes in vitro.. 2016. 29 f. Trabalho de Concluséo de Curso (Graduagdo em Engenharia
Florestal Monografia) — Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Dois Vizinhos, 2016.

A longevidade das sementes florestais armazenadas normalmente € curta, devido a perda rapida
da viabilidade durante a secagem. Entre os fatores, que prejudicam a qualidade das mesmas,
destacam-se os fungos fitopatogénicos, os quais deterioram as sementes, alterando o poder
germinativo e suas qualidades iniciais no vigor e sanidade. Assim, é importante o tratamento de
sementes no controle e prevencdo de fitopatdogenos. Nos Gltimos anos, diversos trabalhos vém
demonstrando o potencial de métodos alternativos no tratamento de sementes. A inducdo de
resisténcia € um método que envolve a ativagdo de mecanismos de defesa presentes na planta,
capazes de ativar/induzir respostas de defesa. Nesse sentido, foi desenvolvido o experimento no
Laboratorio de Fitopatologia e de Sementes da UTFPR — Campus Dois Vizinhos, com objetivo
de avaliar o potencial dos indutores acido salicilico (2,0mM), fenilalanina (2,0mM), fosfito de
potéssio (0,001%) e Acibenzolar-S-Metil (0,005%). As sementes foram tratadas por imersao,
por 2 minutos, com os diferentes indutores e para a testemunha utilizou-se agua destilada. O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticoes,
sendo a parcela constituida por 50 sementes. Apds, o0s tratamentos, as sementes foram
armazenadas por sete dias na camara germinadora com temperatura de 25°C (1) com
fotoperiodo de 12 horas. Apos o periodo de armazenamento, foram avaliados os pardmetros de
germinacdo, tamanhos de plantulas e massa fresca. Ainda, retirou-se material vegetal para as
analises bioquimica, sendo proteinas totais, atividade das enzimas FAL, quitinase e B-1,3-
glucanase.Para o experimento in vitro, o delineamento experimental inteiramente casualizado,
em 4 repeticOes, sendo a unidade experimental composta por uma placa. Os indutores, nas
mesmas concentracfes do experimento do tratamento de sementes, foram adicionados ao meio
de cultura BDA e vertidos em placas de Pedri® de 9 cm de diametro. Em seguida discos de 3mm
de didmetro de micelio de Fusarium sp. foram transferidos para o centro da placa. As placas
foram fechadas e incubadas em BOD a 26 °C com fotoperiodo de 12 horas. As avali¢bes
foram realizadas diariamente por 6 dias, até a testemunha tomar conta de toda a placa. Os
dados foram tabulados e submetidos a andlise de variancia, para as variaveis que apresentarem
significancia sera realizado regressio com auxilio do software Assistat® Os resultados
demonstraram que o tratamento de sementes com os diferentes indutores nao interferem sobre os

parametros fisologicos das sementes. E quanto a inducdo de resisténcia os tratamentos



interferem na atividade da FAL, no entanto, ndo apresentam acdo sob a quitinase e - 1,3

glucanase. In vitro o fosfito de potassio apresenta potencial de controle de Fusarium sp. inibindo

totalmente o crescimento micelial.

Palavras-chave: Sementes florestais. Controle Alternativo. Patdgeno. Parametros Bioquimicos.



ABSTRACT

CRUZ, Mycheli Preuss. Potential resistance inducers in the treatment of mimosa white
seeds (Anadenanthera colubrina (Vellozo) Brenan) and the control of Fusarium sp. in
vitro conditions. 2016. 29f. work Course Conclusion (Engineering Forestry Graduation)
Federal Technology University - Parana. Dois Vizinhos, 2016.

The longevity of the stored tree seeds is usually short because of the rapid loss of viability
during drying. Among the factors that impair their quality, we highlight the pathogenic fungi,
which deteriorate the seed, changing the germination and its initial qualities in vigor and
health. It is therefore essential seed treatment in the prevention and control of plant pathogens.
In recent years, several studies have demonstrated the potential of alternative methods for seed
treatment. Induction of resistance is a method that involves the activation of defense
mechanisms present in the plant, capable of activating / inducing defense responses. In this
sense, the experiment was developed in the laboratory of plant pathology and seeds UTFPR -
Campus Two Neighbors, to evaluate the potential of salicylic acid inducers (2.0mm),
phenylalanine (2.0mm), potassium phosphite (0.001% ) and Acibenzolar-S-methyl (0.005%).
The seeds were treated by immersion for 2 minutes with the various inducers and the witness
used distilled water. The experiment was conducted in a completely randomized design with
four replications, the plot consists of 50 seeds. After treatment, the seeds were stored for seven
days in germinating chamber with 25 ° C temperature (+ 1) with 12 hours photoperiod. After
the storage period, we evaluated the germination parameters, seedling size and fresh pasta.
Still, retired plant material for biochemical analyzes, and total protein, the enzymes
phenylalanine ammonia lyase (PAL), chitinase and -1,3-glucanase.Para in vitro experiment, a
completely randomized design, in 4 replications, and the experimental unit consists of a plate.
The inducer in the same concentrations of the experimental seed treatment, were added to
PDA culture medium and poured into plates Pedri® of 9 cm diameter. Then 3mm diameter
disks of mycelium of Fusarium sp. were transferred to the center of the plate .. The plates were
sealed and incubated in a chamber at 26 ° C with 12 hours photoperiod. The owner? Were
performed daily for 6 days until the witness take care of the whole plate. Data were tabulated
and submitted to analysis of variance for the variables that present significant regression will
be performed with the aid of Assistat® software. The results showed that seed treatment with
the various inducers do not interfere on the fisoldgicos parameters of the seed. And as
resistance induction treatments interfere with the ALP activity, however, do not have stock
rises chitinase and B 1,3 glucanase. In vitro, potassium phosphite has control of Fusarium sp
potential. completely inhibiting the mycelial growth.

Keywords: Forest seeds. Alternative control. Pathogen. Biochemical parameters.
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1. INTRODUCAO

As sementes florestais desempenham um grande papel nos diversos biomas, sendo o
principal método de reproducdo das espécies nativas da vegetacdo brasileira. Nesse sentido
podemos destacar Anadenanthera colubrina (Vellozo) Brenan, conhecida popularmente como
angico-branco. Pertence a familia Mimosaceae € uma espécie arborea pioneira e de féacil
identificacdo devido ao seu grande porte e tronco com casca escamante, apresentando uma
madeira com cor caracteristica avermelhada. Essa espécie ocorre naturalmente ao longo de
estradas e em beiras de rio estando presente na Floresta Estacional Semidecidual, na Floresta
Ombrdfila Mista, Estacional Decidual, Pantanal Mato-Grossense e no Cerraddo, onde é dita
rara (CARVALHO, 2003).

O interesse na propagacéo de espécies florestais nativas tem se intensificado devido a
énfase na probleméatica ambiental, e pela busca da preservacdo das espécies e da paisagem
natural (MORAIS, 2004). Desta forma, as sementes de espécies florestais ganharam
importancia para a producdo de mudas nos viveiros comerciais e publico, em consequéncia da
elevada demanda por mudas de qualidades para serem utilizadas em programas de
reflorestamento, arborizagdo de vias urbanas e parques, e a recuperacdo de vegetacOes
perturbadas e degradadas (VECHIATO, 2010).

O conhecimento da biologia de espécies nativas é de fundamental importancia para
projetos de conservacao e protecdo de mudas para diversos fins, uma vez que a longevidade da
maioria das sementes florestais é curta, sua rapida perda de viabilidade durante o
beneficiamento e armazenagem. As sementes de angico ndo apresentam dorméncia, no entanto
sdo recalcitrantes e perdem seu vigor com o passar do tempo, além de serem muito depredadas
por insetos e fitopatogenos (MARCHETTI, 1984).

As condigdes ambientais durante o periodo de armazenamento e as caracteristicas do
lote de sementes, especialmente estado fisico, teor de agua e inoculo inicial, sdo determinantes
guanto a longevidade do armazenamento e sua viabilidade. Entre os fatores, que prejudicam a
qualidade das mesmas, destacam-se os fungos fitopatogénicos, os quais podem vir a deteriorar
a semente na sua fase de armazenamento prejudicando o seu poder germinativo futuro, vigor e
sanidade, ainda estes podem ser transmitidos por sementes e sé iniciam sua atividade na
semeadura e podem causar problemas, como reducdo da populacéo de plantulas ocasionado por
doencas como o tombamento pré e pds emergente “damping off”’. Assim, ¢ indispensavel o

tratamento de sementes no controle e prevencao de fitopatogenos.
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O tratamento de sementes é um procedimento eficiente no controle de patdgenos. O
controle de doencas torna-se mais efetivo, econémico e ecologico, quando se utilizam diversas
taticas de forma integrada. Dentre estas, a utilizacdo da resisténcia genética representa um dos
métodos de controle eficientes, de fécil acesso aos produtores e econdémico, reduzindo, de
forma expressiva, 0s prejuizos com a doenca e custos de producdo (REZENDE et al.,2005).
Ainda como uma alternativa, métodos e produtos naturais vém sendo utilizados com eficiéncia
no controle de agentes fitopatogenicos. (LUCCA-FILHO,1995).

A inducdo de resisténcia envolve a ativacdo de mecanismos de defesa presentes na
planta, essa ativacdo pode ser obtida pelo tratamento com agente bidtico, como microrganismo
inativado, ou abiotico, como produtos a base de salicilatos, fosfitos, acibenzolar-S-metil, entre
outros. Essas moléculas capazes de ativar/induzir qualquer resposta de defesa nas plantas séo
chamadas de elicitores ou eliciadores (PASCHOLATI, 1994). As interacdes de plantas a esses
indutores sdo definidas a partir de um reconhecimento, com posterior transducdo do sinal
externo, ativacdo de mensageiros secundarios e expressdo de genes especificos (LEITE et al.,
1997).

O 4cido salicilico (AS) € um mensageiro secundario enddgeno que induz a expressdo
de genes ligados a resisténcia, age induzindo a ativacdo de genes que codificam Proteinas
Relacionadas a Patogenicidade (PR-Proteinas) (RESENDE et al., 2000). O principal papel
fisiolégico atribuido ao AS na planta é o de funcionar como uma molécula sinalizadora,
induzindo-a a expressar resisténcia contra o ataque de predadores. Esta funcéo foi sugerida em
decorréncia do AS se acumular em plantas submetidas a condigdes adversas, quer seja por
ataque patogénico, quer pelo tratamento da planta com elicitores quimicos, e por sua
propriedade de induzir a expressdo de genes ligados a vérias PR-Proteinas (MARTINEZ et al.,
2000).

A fenilalanina é um aminoacido, que serve de substrato principal na rota dos
fenilpropandides, sendo transformada em acido transcindmico pela acdo da enzima fenilalanina
amonia-liase (FAL). A FAL é uma enzima chave que esta situada em um ponto de ramificagcdo
entre os metabolismos primarios e secundarios, de forma que a reacdo que ela catalisa € uma
etapa reguladora importante na formacdo de muitos compostos fenolicos (TAIZ;ZEIGER,
2004). Nesse sentido compreende a primeira enzima do metabolismo dos fenilpropanoides, e
tem sido indicada por seu importante papel no controle de acimulos fenélicos em resposta a
infeccdes (STARCK, 1997).

Dentre as formas alternativas no controle de fitopatogénos tem sido muito
pesquisado, com intuito de reduzir custos de producdo, diminuindo a quantidade de aplica¢des
de agrotdxicos e assim diminuir os impactos ambientais, produtos a base composto a base de
fosforo e macronutriente chamados fosfitos. Tais compostos caracterizam-se por estimular o

crescimento das plantas, e possuirem consideravel acdo fungicida e ndo serem fitotoxicos
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quando utilizados em concentracdes adequadas (COFFEY; BOWER, 1984; COHEN;

COFFEY, 1986). Hoje ja € comprovada, através de estudos a acdo dos fosfitos, diretamente
sobre o patdgeno, e muitas pesquisas vem sendo realizada para estudar a possivel ativacdo de
mecanismos de defesa das plantas.

Por mais que se conhece o efeito dos indutores de resisténcia trabalhos com o uso de
AS e fosfitos no tratamento de sementes sdo limitados, j& com o uso da fenilalanina como
indutor sdo inexistentes. Nesse sentido, considerando o potencial dos indutores bem como o
problema de danos por fitopatégenos em sementes florestais, estudos que propdes métodos
alternativos no tratamento de sementes, poderdo possibilitar uma melhor qualidade sobre a

germinacdo das mesmas, ativacdo de mecanismos de defesa e controle de fitopatdgenos.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Obijetivo Geral

Avaliar o potencial dos indutores acido salicilico (AS), fenilalanina, fosfito de potassio

e acibenzolar-S-metil (ASM) no tratamento de sementes de angico branco.

1.1.2 Obijetivos Especificos

- Determinar o efeito do acido salicilico (AS), fenilalanina, fosfito de potassio e ASM
sobre os variaveis fisiologicos de sementes de angico-branco tratadas com esses indutores;

- Avaliar bioquimicamente a capacidade dos AS, fenilalanina., fosfito e ASM em
ativacdo de rotas metabdlicas de defesa vegetal em plantulas de angico branco, provenientes de
sementes tratadas com esses indutores;

- Avaliar o efeito fungicida ou fungistatico dos indutores sobre Fusarium sp. em

condicdes in vitro;
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 ANGICO-BRANCO

A Anadenanthera colubrina (Veloso) Brenan espécie arbérea da familia Mimosaceae,
apresenta porte entre 10 a 20 m de altura e 30 a 60 cm de didmetro. E uma arvore pioneira
secundéria inicial, decidual, de 20 a 35m de altura, com copa corimbiforme composta por
folhagem verde-escura e de madeira muito pesada, elastica e bastante duravel, o que a torna
propria para construcées rurais (SAKITA;VALLILO, 1990).

O Angico ¢ de facil identificacdo devido ao seu porte e 0s enormes troncos com
casca escamante e madeira vermelhada e dura. E uma espécie de crescimento rapido e muito
agressiva comum em terrenos abandonados e frequentemente observada nas associacOes
secundarias, ocupando posicdo importante nas capoeiras e nos capoeirfes, apresenta
regeneracdo natural abundante em clareiras abertas na floresta e sob povoamentos implantados.
Sendo assim muito utilizada para restauracdo de areas degradadas, arborizacdo urbana e para
extracdo de madeira. (BACKES, IRGANG, 2002). Além disso, possui potencial apicola e
medicinal, sua madeira apresenta propriedades que a tornam excelente para a construcao civil e
naval, bem como para a producéo de lenha e carvdo (CARVALHO, 2003).

Suas sementes medem de 7 a 15 mm de comprimento e 12 a 15 mm de largura, lisa,
brilhante, muito comprimida lateralmente, plana e sdo facilmente extraida da vagem (Longhi,
1995). Apresentam comportamento recalcitrante, perdendo sua viabilidade em pouco tempo,
além de serem altamente depredadas por insetos e fitopatdgenos. (EIBL et al., 1994).

O periodo em que as sementes desta espécie se mantém viaveis apds a coleta dificulta
sua utilizacdo. A perda da viabilidade ocorre em 60 dias a 120 dias (Marchetti, 1984), quando
estocadas em ambientes ndo controlados. Fowler & Carpanezzi (1998) preconizam que as
sementes desta espécie podem ser armazenadas por doze meses em camara fria, sendo obtida
germinacdo inicial de 100%, armazenadas em camara fria (4°C e 96% de UR) em saco de
plastico, apds 12 meses a germinacdo cai para 90%. (RAMOS, BIANCHETTI, 1984)

As sementes de esséncias florestais possuem, na sua maioria baixas porcentagens de
germinacdo, pois 0s microorganismos podem causar anormalidades e lesGes nas plantulas, bem

como deterioragdo de sementes. Os maiores problemas ligados a doencas ocorrem durante a
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germinacdo e formacdo de mudas em viveiro, e sdo geralmente causados por fungos.
(VECHIATO,2010).

2.2 INDUCAO DE RESISTENCIA

As plantas sempre estiveram expostas a fatores do ambiente, como variacdes em
temperatura, umidade e radiagdo e a agentes bioldgicos, como fungos, bactérias, virus,
nematoides, insetos e herbivoros. Essa exposi¢do faz com que elas necessitem reagir contra
esses estresses. No processo de evolucdo as plantas desenvolveram mecanismos diferenciados
de defesa, acionados quando ocorre a agressdo por parte de fungos, bactérias e virus, traduzindo
essa percepgao em uma resposta (PIETERSE et al., 2005).

“Na natureza, a resisténcia € uma regra ¢ a susceptibilidade uma exce¢ao” (AGRIOS,
1997). As plantas podem desencadear a capacidade de reconhecer a invasdo de agentes
patogénicos e desenvolver mecanismos de defesas contra a ameaca. A resisténcia natural de
plantas a patdgenos baseia-se em barreiras e mecanismos de defesa ja existentes, independente
da chegada do patdgeno ao sitio de infeccdo, que permanecem inativos ou latentes, sendo
apenas acionados ou ativados quando expostos a agentes indutores (BONALDO, 2005).

Sendo assim, fica evidente que as plantas ndo permitem passivamente a entrada do
patégeno, pelo contrario elas percebem a agressao, transformando essa percep¢do em uma
resposta, de forma adaptativa (MARGIS-PINHEIRO et al 1999). A resisténcia da planta a um
determinado patdgeno é a capacidade que ela desenvolve em atrasar ou evitar a entrada de um
microrganismo em seu interior, criando condi¢Ges adversas que impecam sua colonizagdo
através da ativacdo de mecanismos de defesa vegetal (PASCHOALATI ; LEITE, 1995).

No processo da interacdo patdgeno-hospedeiro, existe a ativacdo do sistema de defesa
da planta por varios meios, resultando na producdo de substancias toxicas aos patdgenos,
impedindo o estabelecimento destes. Alguns compostos produzidos pelas plantas possuem agéo
antimicrobiana, enquanto outros restringem o desenvolvimento de patdgenos pela formacao de
barreiras estruturais (OLIVEIRA et al., 2001).

A resisténcia a patdgenos € usualmente complexa e os fatores relacionados com as
repostas de defesa ocorrem por um conjunto de mecanismos ou barreiras pré-formadas e pos-
formadas (TAIZ; ZEIGER, 2004). Ambas designam o mecanismo pelo qual a planta, ap6s a
exposicdo a um agente indutor, tem seus mecanismos de defesa ativados. Os fatores de
resisténcia pré-formados sdo aqueles presentes na planta antes do contato com o patégeno. Ja os
pos-formados, estdo ausentes ou em baixo nivel antes da infeccdo, sendo ativados em resposta a
presenca do patdgeno (PASCHOLATI; LEITE, 1994).
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De maneira geral, para que os mecanismos de defesa sejam induzidos, a planta
desencadeia certos processos, que resumidamente inicia pelo reconhecimento do patégeno,
emissdo de um sinal priméario ou mensageiro que ira desencadear uma serie de outros sinais e
por fim ativar genes ligados a defesa ou aumento da atividade de enzimas importantes para
reacOes de defesa (VAN LOON; VAN STRIEN, 1999).

A resposta da planta ao hospedeiro ocorre por meio da ligacdo de um elicitor a um
receptor que esta presente na membrana plasmatica da parede celular. Com essa ligacdo ocorre
a sinalizagdo e a sintese de compostos de defesa(LABANCA, 2002). O elicitor é definido como
uma molécula capaz de induzir qualquer resposta de defesa, essa ativagdo pode ser obtida por
agentes bidticos como microrganismo inativado, ou abiotico, como produtos a base de
salicilatos, fosfitos, quitosana, acibenzolar S metil, entre outros. (PASCHOLATI, 1994). Os
indutores podem atuar de diferentes formas, porém, sempre levando a ativacdo do sistema de
defesa das plantas.

As plantas também possuem estruturas de defesa constitutiva, que sdo representadas
por ceras, cuticulas, parede celular espessa, tricomas, adaptacdes em estdbmatos e fibras
vasculares, que tornam a planta naturalmente mais resistente a infecgdes. Mas também sédo
capazes de produzir substancias quimicas pré-formadas, como fendis, alcaloides, fitotoxinas,
inibidores proteicos e enzimas hidroliticas (PASCHOLATI;LEITE,1995).

Outra resposta de defesa esta relacionada a producdo de enzimas hidroliticas que
degradam a parede celular dos fungos, composta do polimero quitina. Com a invasdo do fungo
na planta, varias hidrolases sdo produzidas, dentre elas a quitinase e glucanase. Esse grupo de
enzimas hidroliticas é conhecido como proteinas relacionadas a patogénese (PR) (TAIZ;
ZEIGER, 2004). Além das enzimas quitina e [3-1,3-glucanase, a peroxidase também é ativada
com uso de indutores, atuando na oxidacdo de compostos fenolicos e na lignificacdo da parede
celular (OLIVEIRA, et al., 2001).

As estruturas induzidas, no processo de inducdo de resisténcia sdo formadas de papila,
halos, lignificagdo e camadas de cortica, tiloses, gomas, além da producdo de composto
fenolico. (PASCHOLATI; LEITE, 1995)

Com exposigdo da planta a um agente indutor, a mesma tem seus mecanismos de
defesa ativados ndo apenas no sitio de infec¢do, como também, em outros locais distante dele.
(STICHER et al., 1997). Atualmente, existe a distin¢cdo das formas através das quais esses
mecanismos de resisténcia sdo induzidos, pode ser do tipo resisténcia sistémica adquirida
(RSA) ou resisténcia sisttmica induzida (RSI), sendo fendmenos destinos, embora
fenotipicamente semelhantes.

Sendo assim a RSA ocorre de forma localizada ou sistemicamente, em resposta a
patdgenos que causam ledes necroticos ou em fungdo de aplicacdo exdgena de acido salicilico

ou compostos sintéticos. A resisténcia sistémica adquirida € efetiva contra amplo espectro de
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patdgenos e esta associada a producdo de PR proteinas. (VAN LOON; BAKKER,;
PIERTERSE, 1998). Em contra partida na RSI ndo ha acimulo de PR, a planta que sofreu
inducdo ndo exibe alteragdes, o agente indutor é usualmente um microrganismo ndo-patogénico
e sua indugdo ndo é salicilato dependente, parecendo haver uma outra rota de sinalizagdo
(STICHER et al., 1997).

Além das barreiras estruturais, diversas barreiras quimicas também sdo formadas
quando ocorre a inducdo de resisténcia, que levam a ativacdo de genes que codificam proteinas
que apresentam atividades diversas e agem para impedir a invasdo do patgeno. Entre as
proteinas estdo as proteinas-PR, que sdo um grupo de enzimas sintetizadas em resposta a
infeccdo ou situacbes de estresse (VAN LOON; VAN STRIEN, 1999). As proteinas-PR
acumulam-se em locais de infeccdo e em sitios remotos, pode-se dizer que sdo induziveis no
hospedeiro em resposta a infeccdo por um patdgeno ou por estimulos abiéticos, e podem estar
correlacionadas com a resisténcia ndo especifica do hospedeiro ao patdégeno (STICHER et al.,
1997).

Dentre as principais PR proteinas relacionas a RSA, destacam-se as quitinases que
hidrolisam quitina, principal componente da parede celular de muitos fungos. As B-1,3glucana,
compostos que juntamente com a quitina conferem resisténcia a parede celular dos fungos.
Também as peroxidases e fitoalexinas, que amentam a resisténcia a patdgenos, e estdo
envolvidas na formacdo da parede celular vegetal, na suberizacdo e na lignificacdo, processo
que interfere no desenvolvimento do patdgeno (AGRIQOS, 2005). A lignina, que esta no grupo
dos fenilpropanoides, apresenta funcdo primaria e secundaria, proporcionando suporte
mecanico e pode se depositar e bloguear o desenvolvimento do patégeno (TAIZ; ZEIGER,
2004), e a fenilalanina amonia liase (FAL), que junto com as peroxidases estdo diretamente
envolvidas no processo de lignificacdo da parede celular (OLIVEIRA et al., 2001).

Vimos que os mecanismos de defesa das plantas contra fitopatogenos envolvem
alteracbes metabdlicas que estdo correlacionadas com mudancas na atividade de enzimas
chaves nos metabolismos primario e secundario. Assim as duas dessas enzimas chaves o acido

salicilico (AS) e a fanilalalina serdo abordados.

2.3 FOSFITO DE POTASSIO

Dentre as formas alternativas no controle de fitopatogénos tem sido muito pesquisado,
com intuito de reduzir custos de producdo e diminuir impactos ambientais o uso de produtos a

base de fosfitos. Os fosfitos sdo compostos derivados do &acido fosforoso que podem se
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combinar com elementos potassio, calcio, magnésio, aluminio, manganés e zinco. Tais
compostos caracterizam-se por estimular o crescimento das plantas, possuirem consideravel
acdo fungicida (COFFEY; BOWER, 1984; COHEN; COFFEY, 1986) e ndo serem fitotdxicos
quando utilizados em concentragfes adequadas.

Um produto que € utilizado no manejo de doencas de plantas, inclusive em espécies
arboreas sendo indicado no controle de oomycetos como Phytium spp.e Phytophthora spp.e de
fungos causadores de podridGes do colo, raiz, tronco e frutos (MCDONALD et al., 2001). Os
sais de fosfito também estdo sendo usados com sucesso em doencas causadas por outros fungos
como mildio em cruciferas, de maneira dependente da dose utilizada. (BECOT et al., 2000).

Quanto ao modo de acdo dos fosfitos, alguns autores consideram a sua acao direta sobre
0 patégeno (FENN; COFFEY, 1984). Também sendo pesquisado quanto a ativacdo de
mecanismos de defesa da planta (SAINDRENAN et al., 1990). Hoje existem varias
formulacdes de fosfito de potassio no mercado brasileiro, entretanto, poucos sdo os trabalhos

gue descrevem o seu potencial de acao e controle.

2.4 ACIDO SALICILICO (AS)

Para que um composto seja dito um sinalizador, é necessario que este seja sintetizado
pela planta e aumente significativamente apds o ataque de um patdgeno ou ap6s o tratamento
com um indutor, seja mével pelo floema e induza a sintese de substancias de defesa, como as
proteinas-PR e aumente a resisténcia a patégenos (BOSTOCK, 1999).

Os eventos de sinalizacdo levam a producdo de mensageiros secundarios (AS, FAL
entre outros) o que ocasiona a transcri¢cdo de genes de defesa e o consequente estabelecimento
da resposta de defesa (LEITE et al, 1997). Mensageiros como o acido salicilico (AS) e a
fenilalanina amonia-liase (FAL) terdo grande importancia para a sinaliza¢do, sendo que cada
um destes atuara em uma via sinalizadora diferente.

AS é um mensageiro secundario enddgeno que induz a expressdo de genes
relacionados a resisténcia sistémica adquirida (RSA), ou seja, expressdo de proteinas-PR.
(BONALDO et al.,2005), possuindo propriedades ativadores de mecanismos de defesa. De
acordo com estudos, é sintetizado na via dos fenilpropanoides, 0 AS tem o acido benzoico
como precursor. Quando aplicado de forma exdgena é capaz de induzir o aumento da sintese
do préoprio AS nos tecidos vegetais, como também a fanilalalina aménio-liase (FAL), devido ao
aumento da atividade de enzimas da via dos fenilpropanoides (BOSTOCK, 1999).



20

Trabalhos. Realizados, por Murphy et al (2001) relatam que o aumento da
concentracdo de AS nos tecidos vegetais leva a aumento da resisténcia ndo sé de fungos e
bactérias mas também de virus. Podendo ativar duas rotas diferentes no processo de inducéo,
enquanto uma conferiria resisténcia a fungos, outra levaria ativacdo de uma rota alternativa
conferindo resisténcia a virus. Assim fica evidente que a acumulacdo de AS é essencial para

expressao dos mecanismos de resisténcia.

2.5 FENILALANINA

A biossintese de AS nas plantas, assim como o da maioria dos compostos fenolicos
depende da biossintese de fenilalanina que é aminoéacido, que serve de substrato principal na
rota dos fenilpropanodides, sendo transformada em acido transcindmico pela acdo da enzima
fenilalanina aménia-liase (FAL). A FAL é uma enzima que esta situada em um ponto de
ramificacdo entre os metabolismos priméarios e secundarios, de forma que a reacdo que ela
catalisa é uma etapa reguladora importante na formacdo de muitos compostos fendlicos ( TAIZ;
ZEIGER, 2004). Nesse sendo, compreende a primeira enzima do metabolismo dos
fenilpropanoides, e tem sido indicada por seu importante papel no controle de acimulos
fendlicos em resposta a infecgdes (STARCK, 1997).

A fenilalanina amoénia-liase (FAL) é a enzima do metabolismo secundario mais
intensivamente estudada em plantas, devido a importancia nas reacdes do metabolismo dos
compostos fenolicos e estabilidade e facilidade de preparacdo para 0s ensaios enzimaticos.

A FAL ja foi isolada de algas, fungos e principalmente de plantas superiores, ndo
tendo sido ainda detectada em células bacterianas ou tecidos animais. A enzima FAL esta
diretamente ligada a via dos fenilpropanoides, assim a sua atividade ou sintese pode ser
aumentada pelo tratamento com elicitores e inibida por fendis (SCHWAN-ESTRADA et al.,
2008). No entanto estudos com essa enzima ainda sdo pouco realizados e praticamente

inexistentes.

2.6 ACIBENZOLAR-S-METILICO - (ASM)
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O ASM comercialmente conhecido como BION 500 WG é um indutor de resisténcia
abiotico de baixa toxicidade desenvolvido pela empresa Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda,
Sao Paulo-SP. Hoje € o Unico produto que possui registro no Ministério da Agricultura Pecuéria
e Abastecimento como ativador de plantas (ADAPAR, 2016).

O ASM ¢ um produto comercial que ja se tem comprovado o seu potencial e
eficiéncia como elicitor de mecanismo de resisténcia, sendo considerado o primeiro ativador
sintético registrado de plantas. Tal inducdo, ja comprovada a diversos patdgenos nas culturas
de tabaco, tomate, pepino, trigo e Arabidopsis thaliana ( MAZARO, 2007,)

Acibenzolar-S-metilico (ASM) é um composto sintético, analogo funcional do acido
salicilico, capaz de ativar defesas de plantas como proteinas relacionadas a patogénese, 3,1-3
glucanase e quitinase (KESSMANN et al., 1995). E vem demostrando aumento da eficiéncia de
muitos fungicidas com a inclusdo de ASM no controle quimico de doenca, reduzindo o numero

de aplicacgdes dos fungicidas.



22

3. METODOLOGIA

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Fitossanidade e no Laboratorio de
Analise de Sementes da Universidade Tecnologica Federal do Parana (UTFPR), no Campus
Dois Vizinhos, Parana (PR). As sementes de angico-branco foram coletadas no més de agosto
do ano 2015, no municipio de Francisco Beltrdo, Sudoeste do Paran, apos a coleta dos frutos,
as sementes foram separadas e eliminadas aquelas com danos e lesfes. As sementes
permaneceram armazenadas em camera fria, no viveiro municipal de Francisco Beltrdo, e
acondicionado em embalagens plasticas, vedadas, com temperatura constante de
aproximadamente 5° C e 12% de umidade relativa do ar.
Previamente a implantagdo dos experimentos, foi realizado um teste de sanidade de
sementes, onde observou-se a presenca de patdgenos, entre eles, com maior predominancia o

Fusarium sp. Nesse sentido, foi isolado o Fusarium sp. para utilizacdo no experimento in vitro.

3.1 EXPERIMENTO 1 — Tratamento de Sementes com os Indutores

As sementes de angico, que ja estavam naturalmente com a presenca de patogenos,
foram tratadas por imersédo, por 2 minutos, em solucdo de &cido salicilico (2,0mM), fenilalanina
(2,0mM), fosfito de potassio (0,001%) e Acibenzolar-S-Metil (0,005%). Como testemunha foi
utilizada agua destilada. ApOs os tratamentos, as sementes foram dispostas rolos de papel
Germitest® e armazenadas por sete dias na cdmara germinadora com temperatura de 25°C (1)
com fotoperiodo de 12 horas. Apds o periodo de armazenamento, foram avaliados 0s
pardmetros de germinacdo, tamanhos de plantulas e massa fresca.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com 5
tratamentos e quatro repeticoes, sendo a parcela constituida por 50 sementes cada.

A porcentagem de germinacdo foi calculada com basea nas Regras de Analises de
Sementes — RAS (BRASIL, 2009, p.399). A avaliacdo do comprimento de plantula (em
centimetro) foi realizada com auxilio de papel milimetrado, conforme proposto por Nakagawa
(1999, p.18), onde foram utilizadas 4 repetigdes com 20 sementes cada. Apos as analises de
germinacdo, tamanho e massa matéria fresca as amostras de plantulas foram armazenadas em
papel aluminio e congeladas até as avalia¢fes bioquimicas. As amostras foram constituidas de

uma mescla entre todas as partes do vegetal (cotilédones ou folhas, talo e raizes).
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Nas analises bioquimicas para quantificacdo de proteinas totais, as amostras das
plantulas foram maceradas em almofariz com 10 ml de tampao fosfato 0,2 M (pH 7,5). Em
seguida, o material foi centrifugado (14.000g / 10min a 4°C) e o sobrenadante coletado. Para
quantificacdo do conteudo total de proteinas das amostras foi empregado o teste de
BRADFORD (1976). A leitura de proteinas totais foi realizada em espectrofotbmetro a 630nm,
utilizando soro albumina bovina como padrao.

A determinacdo da atividade da fenilalanina amonia-liase (FAL) foi por quantificacdo
colorimétrica do &cido trans-cindmico liberado do substrato fenilalanina, conforme metodologia
descrita por KUHN (2007), aonde se indica utilizar 0,25g da amostra com mais 3,0mL do
tampdo TRIS — HCI pH 8,0. Este extrato foi acondicionado em tubos ependorfe e centrifugado
por 10 minutos, a 4°C a 6000rpm. Apos, uma aliquota de 200uL foi transferida para tubo de
ensaio, acrescentando-se mais 3,0mL do tampdo de extracdo. Agitou-se a solucdo em vortex,
obtendo-se assim, 0 extrato enzimatico. Deste extrato, 1,5mL foi transferido para outro tubo de
ensaio, com mais 1,0mL do tampd&o de extracdo e 0,5mL de fenilalanina. E apds, os tubos foram
incubados em banho-maria por 45 minutos a 40°C. Depois de retirados do banho-maria, 0s
tubos foram colocados em banho de gelo por 5 minutos para interromper a reagdo e assim
serem realizadas a leitura em espectrofotdmetro a 290nm.

Para a quantificacdo das atividades de quitinase e B-1,3-glucanase as amostras foram
maceradas em 2,0mL de tampdo acetato 100mM (pH 5,0), com posterior centrifugacédo
(20.000g por 25 min, a -4°C). O sobrenadante foi coletado e utilizado para a avaliagdo da
atividade das enzimas. A atividade enzimatica da quitinase foi avaliada através da liberacdo de
fragmentos solUveis de “CM-chitin-RBV”, a partir de quitina carboximetilada marcada com
remazol brilhante violeta. Para determinagdo espectrofotométrica das atividades de B-1,3-
glucanase nos extratos foi utilizado como substrato solugédo de carboximetilcurdlan-remazol
azul brilhante (CM-Curdlan-RBB 4 mg.ml-1, Loewe Biochemica GmbH), de acordo com
metodologia desenvolvida por WIRTH E WOLF (1992) e com o procedimento descrito por
GUZZO (1996).



24
3.2 EXPERIMENTO Il — In vitro

Os isolados fungicos de Fusarium sp. foram obtidos de isolamento prévio de
sementes de angico, em meio BDA (batata-dextrose-agar) e mantidos a 25°C+ 2°C e
fotoperiodo de 12 h de luz. Para o experimento in vitro, o delineamento experimental
inteiramente casualizado, em 4 repeticBes, sendo a unidade experimental composta por uma
placa. Os indutores, nas mesmas concentracfes do experimento do tratamento de sementes,
foram adicionados ao meio de cultura BDA e vertidos em placas de Pedri® de 9 cm de
didmetro. Em seguida discos de 3mm de didmetro de micelio de Fusarium sp. foram
transferidos para o centro da placa.. As placas foram fechadas, e incubadas em BOD a 26 °C
com fotoperiodo de 12 horas. As avalices foram realizadas diariamente, por 6 dias, até a

testemunha tomar conta de toda a placa.

3.3 ANALISES DOS DADOS

Os dados foram tabulados e submetidos a analise de variancia, para as variaveis que
apresentarem significancia sera realizado o teste de Tukey (p=0,05) com o auxilio do software

Assistat®
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXPERIMENTO | - Tratamento de sementes

Os resultados demonstraram que o tratamento de sementes com os diferentes indutores
ndo interferiru sobre as variaveis fisiologicos das sementes (Tabela 1). Tal resultado é positivo,
considerando que os produtos avaliados ndo causaram danos nas plantulas, o que poderia ser
um limitante no tratamento de sementes, como citado por Pascholati (1999) efeitos colaterais de
indutores de resisténcia podem, em alguns casos afetar negativamente a fisiologia da planta,
uma vez que, acredita se que a ativacdo de rotas de defesa possam causar perca energéticas
para a planta.

Tabela 1: Germinagdo, comprimento de Plantula e massa fresca em sementes de angico tratadas com indutores de
resisténcia e submetidas ao teste de germinagéo, ap6s 10 dias em camara de germinacdo. UTFPR-Dois Vizinhos-
PR.

Tratamentos Germinacdo (%) Comprimento de Plantula (cm) Massa Fresca (g)
Testemunha 925%™ 7.67230 *™ 2.94000*"
Bion 86.1 7.58924 2.24250
As 88.5 7.22226 2.27500
Fenilalanina 86,2 7.40424 2.62750
Fosfito 95,1 7.95584 2.50750
CV% 4.73 11.02 12.81

Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade. *NS
ndo significativo pelo teste Tukey, com 95% de significancia. Fonte: O Autor, 2016.



26

Em relacéo as varidveis bioquimicos, os tratamentos ndo demonstraram efeito sobre as

proteinas totais, atividade da quitinase e B 1,3 Glucanase. Ocorreu interferéncia somente sobre

a atividade da enzima FAL (Tabela 2).

Tabela 2: Parametros bioquimicas de plantulas de angico tratadas indutores de resisténcia e submetidos ao teste de
germinacdo. UTFPR — Dois Vizinhos.

Proteina FAL Quitinase Glucanase
Tratamento (n:gé?;)de (UAbs/minmg prot) (unlrﬁgiér::)é;'gi(;‘a;)mm/ (unlne;g%r:;é;téli(;a;)rnln/
Testemunha 6,701879™ 0,020416 a 0,0468787" 0,0021926"
Fosfito 6,057188 0,011279 ab 0,0758765 0,0019627
Fenilalanina 6,874922 0,014606 ab 0,0675233 0,0013083
AS 7,836349 0,006313 b 0,0428196 0,0017774
ASM 7,808526 0,009883 ab 0,0390069 0,0020746
CV(%) 11.62 21.09 19.10 24.60

Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade. *NS
ndo significativo pelo teste Tukey, com 95% de significancia. Fonte: O Autor, 2016.

Tais resultados demonstram que os indutores avaliados apresentam reduzida acédo de
inducdo de resisténcia quando aplicados em sementes de angico branco. Outro fator que pode
ser considerado, é que as analises bioquimicas foram realizadas somente no final do
experimento, com 7 dias, sendo que pode ter ocorrido atividade de indugdo em periodo anterior
ao término do experimento, desta forma nao foi possivel quantificar tal acdo indutora.

Outro fator que pode ter interferido é o tempo de embebicdo das sementes na solucéo
de indutores, quando comparado com outros trabalhos como, desenvolvido por Cruz et
al.(2014) testando AS em sementes de beterraba, deixando as imersas por 20 minutos na
solugdo, obteve se a ativagdo da enzima enzima B-1,3-glucanase, e também por Bertoncelli et
al.( 2016), onde as sementes de beterraba foram tratadas com AS, durante 5 minutos, também
obtendo a ativacdo da enzima [3-1,3-glucanase.

Tais avaliagOes bioquimicas, como a atividade da FAL, quitinase e B-1,3 glucanase,
sdo fundamentais na avalicdo de atividade indutora. A quantificacdo da FAL nos permite
verificar se ocorreu a ativacdo da rota dos fenilpropandides, para formagdo de compostos
fenolicos, envolvidos na defesa vegetal, como fitoalexinas, lignina, entre outros (SILVA, 2007,
p.97)..
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Ainda a quantificacdo das enzimas quitinase e B-1,3 glucanase, demonstra a ativacédo
de rotas de producdo de enzimas hidrotilicas, capazes de hidrolisar a parede celular de fungos.
No caso, em estudo o Fusarium sp, um ascomiceto rico em quitina e glucana na parede celular.

Diferente dos resultados obtidos nesse experimento, outros trabalhos, demonstraram o
potencial dos fosfitos, ASM e AS na inducéo de resisténcia, ativando defesas vegetais quando
as sementes foram tratadas com os indutores.

Na maioria das pesquisas se confirma a acdo direta do fostio contra patogenos e
também em alguns estudos, que o fosfito também teria uma acdo indireta e preventiva,
induzindo a resposta de defesa na planta. Em trabalhos realizados por Dalacosta et al (2014),
testando fosfito de potassio em sementes de beterraba, se obteve aumento da enzima FAL e
ativagdo de B-1,3-glucanase, ja as quitinases ndo apresentaram diferenca significativa. E
também trabalho realizado por Muller (2015) tratando semente de soja com fosfito de
potassio, 0 mesmo exerceu influencia na quantificacdo de atividade da FAL e B-1,3-glucanase.

Outro indutor com grande potencial, e muito estudado é o acibenzolar-S-methyl
(ASM), € comprovado que 0 mesmo ative mecanismos de defesa, como demostrado em
trabalho desenvolvidopor Boski (2003), onde ocorreu a ativagdo dos mecanismos de defesa
promovidas pelo ASM envolve o aumento na atividade de determinadas proteinas (proteinas
PR), como &-1,3-glucanases. Bertoncelli et al. (2014) ao tratarem sementes de soja com
Acibenzolar-S-metil, observaram que na concentracdo méaxima utilizada (20,0 g. i.a./100 L)
houve aumento da atividade da FAL, ndo havendo resultados igualmente positivos para
quitinases ¢ B-1,3 glucanase. Dallagnol et al.(2006) também demostraram o efeito da
utilizacdo de ASM associado a fungicidas, indicando que este produto também pode aumentar
a eficiéncia de controle das doencas foliares, quando aplicado antes do surgimento dos sintomas
da doenga.

O acido salicilico (AS), é um mensageiro segundario que induz a expressao de genes
relacionados a resisténcia sisttmica adquirida (RSA), ou seja, expressdao de proteinas-PR.
(BONALDO et al.,2005). Em trabalho desenvolvido por Bertoncelli et al.( 2016) quando
aplicando acido salicilico (AS) em sementes de beterraba, ativou a enzima p-1,3-glucanase , e
na concentracdo de 2mM obteve os melhores resultados. Da mesma maneira que observado
por Cruz et al (2014). Porem em trabalhos desenvolvidos por Lewandowski et al (2014),
aplicando AS em sementes de pepino ndo obteve se a ativagdo das enzimas quitinases, 8 1,3

glucanase e FAL.
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4.2 EXPERIMENTO II - Crescimento micelial de Fusarium sp.

Os resultados demonstraram que o fosfito de potéssio inibiu totalmente o crescimento
micelial de Fusarium sp. em condi¢es in vitro. Ainda os indutores ASM e fenilalanina ndo

diferiram da testemunha. (Tabela 3 e Figura 1).

Tabela 3: Crescimento Micelial e indice de Crescimento Micelial de Fusarium sp. submetido a diferentes
tratamentos in vitro ap6s seis(6) dia em BOD. UTFPR-Dois Vizinhos-PR.

Tratamento Crescimento Micelial indice de Crescimento Micelial
Testemunha 7.33a 2.09a

Fenilalanina 6.98 ab 1.99 ab

AS 6.57 ab 187 b

ASM 551D 157 ¢

Fosfito 0.0c 00d

CV% 8,20 4.02

Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade..
Fonte: O Autor, 2016

TESTEMUNHA
FAL

2 00 ceesse AS
ECQ,OO 4 = == BION
7S

1,00 - FOSFITO

1 2 3 4 5 6
DIAS DE AVALIAGCAO

Figura 1: Crescimento Micelial de Fusarium sp. submetido a diferentes tratamento in vitro. UTFPR-
Dois Vizinhos-PR. Fonte: O autor, 2016.

O efeito diretos dos indutores sobre patdgenos é algo importante, pois pode
inviabilizar o mesmo, em processo anterior a infec¢do de sementes.
O efeito in vitro de indutores sobre patdgenos ja foi observado com o uso de

fosfitos, como no trabalho desenvolvido por Caixeta et al (2012) avaliando diferentes
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concentracdes de fosfito de potéssio no controle dos fungos Colletotrichum lindemuthianum,
Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli e Sclerotinia sclerotiorum, observou que que houve inibigdo
quase total do crescimento micelial do fungo, e menor velocidade no crescimento nas maiores
concentragOes utilizadas (0,5 uL mL). No entanto j& foi confirmado por Araujo et al.(2008)
,que os fosfitos se comportam diferentemente para cada fungo, onde poderdo ter acdo
fungistatica ou fungicida de acordo com a dosagem e o fungo testado. Dalacosta, et al. (2014)
trabalhando com diferentes concentracdes de fosfito sobre crescimento micelial de Fusarium
sp e Rhizoctina solani sp in vitro, observaram que o aumento das concentragdes no meio,
reduziu o crescimento micelial dos patégenos em estudo.

O modo de acdo direto e indireto dos fosfitos sobre Phytophthora cinnamomi foi
relatado por Jackson et al. (2000), onde esses, em altas concentracdes, atuaram como inibidores
diretos do patdgeno e em baixas foram capazes de estimular a producdo de enzimas de defesa
do hospedeiro. Guest (2006) relata que ocorrer duas formas de acédo dos fosfitos, podendo ser
expressa de forma indireta, pela inducéo de resisténcia na planta (formacdo de fitoalexinas) ou
pela acdo direta sobre patdgenos, inibindo o crescimento micelial e esporulacéo

Essa acdo direta dos fosfitos também ja foi descrita por Ribeiro Junior et al ( 2006 ) e
OUIMETTE; COFFEY, 1989). E por Muller (2015) observou reducdo do crescimento
micelial para os fungos Fusarium semitectum e Sclerotinia sclerotiorum, mas ndo afetou para
Pythium sp. Em trabalho semelhante realizado por Dalacosta et al (2014), testou fosfito de
potéssio no controle in vitro de Fusarium sp in vitro, onde a aplicacdo também apresentou um
efeito fungistatico do fungo.

Em relacdo ao efeito do ASM in vitro trabalho desenvolvido por Guzzo et al (2001),
observaram que o ASM ndo possui acdo antimicrobiana direta aos patdgenos, mas sim a
capacidade de induzir expressdes genéticas de resisténcia formando compostos que interferem
negativamente sobre a infeccdo e o desenvolvimento dos patégenos.Assim como em trabalho
realizado por Dinis et al. (2012), a aplicagdo do ASM né&o interferiu sobre o crescimento
micelial de F. oxysporum em nenhuma das concentrag0es avaliadas.

Em relacdo ao AS, Lewandowski et al. (2014) também n&o observou efeito sobre
crescimento de Phythim sp. in vitro em diferentes concentragcdes acido salicilico no meio de
cultura. O AS atuou no controle de Fusarium sp in vitro e apresentou acao fungitoxica, com
supressao do crescimento micelial. (Bertoncelli et al, 2016) . Para Zheng (2006), que trabalha
com acido salicilico e leveduras contra Penicillium expansum demonstrou que o &cido salicilico
apresenta efeito fungicida sobre o fungo quando aplicada a concentragdes maior do que 0,6
mM.
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5. CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que o tratamento de sementes com os diferentes indutores
ndo interfere sobre os parametros fisologicos das sementes. E quanto a inducdo de resisténcia 0s
tratamentos interferem na atividade da FAL, no entanto, ndo apresentam acéo sobe a quitinase e
B 1,3 glucanase. Em condicéo In vitro o fosfito de potéssio apresenta potencial de controle de

Fusarium sp. inibindo totalmente o crescimento micelial.
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