UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL
CAMPUS CHAPECO
CURSO DE AGRONOMIA

LETICIA CAMARA VIEIRA

TRATAMENTO ALTERNATIVO DE SEMENTES DE BETERRABA COM
INDUTORES DE RESISTENCIA

CHAPECO
2021



LETICIA CAMARA VIEIRA

TRATAMENTO ALTERNATIVO DE SEMENTES DE BETERRABA COM
INDUTORES DE RESISTENCIA

Trabalho de Conclusédo de Curso apresentado ao
Curso de Agronomia da Universidade Federal da
Fronteira Sul (UFFS), como requisito para obtengéo
do titulo de Bacharel em Agronomia.

Orientador: Prof. Dra. Vanessa Neumann Silva

CHAPECO
2021



otecas da Universidade Federal da Fronteira Sul - UFFS

Vieira, Leticia C3mara

Tratamento altermativo de sementes de beterraba com
indutores de resist&ncia f Leticia Camara Vieira. --
2021.

63 f.:11.

orientadora: Prof.® Dr.* Vanessa Neumann Silva

Co-orientadora: Prof.® Dr.* Paola Milamesi

Trabalho de Conclus3o de Curso (Graduagdo) -
Universidade Federal da Fronteira Sul, Curso de
Bacharelado em Agronomia, Chapecd, SC, 2021.

1. Indutores de resisténcia. 2. Qualidade
fisiolbgica. I. Silva, Vanessa NWeumann, orient. II.
Milanesi, Pacla, co-orient. III. Universidade Federal da
Fronteira Sul. IV. Titulo.

Elaborada pelo sisterna de Geragao Automatica de Ficha de |deniificagdo da Obra pela UFFS
com os dados fomecidos pelo(a) autor{a).




LETICIA CAMARA VIEIRA

TRATAMENTO ALTERNATIVO DE SEMENTES DE BETERRABA COM
INDUTORES DE RESISTENCIA

Trabalha de Concusdo d2 Curso spresentado 80
Curse de Agionomie da Universidade Meders! de
Eronteira Sul {(UFFS), cama requista sara obtengac
do liwlp de Bacha el er Agronamie.

Este trabalhc foi defendido e aprovado pela banca em 21/08/2021.

BANCA EXAMINADORA

Al .
¢ f o
r]/ u’m_a,?-,.;:\) Lo rc\y K
Prof.® Dr.2 Vanegsa Neumann Silva ~ UFF3

Crientadaora

‘U L:YT'LE'&,c }V(,L’JYH»’_‘J.-’(UT\ é’\/ .{,/J.L,tfgu
Prof. Dr. Siumar Tironi — UFFS
Avaliador

/ f

A1 )
C <
‘i Crrhn ‘\Nﬁ_i..\:r.«wnn DA
Prof. Dr. Paulo Roger L. Alves — UFFS
Avaliador




Dedico este trabalho aos meus familiares,
amigos e professores que contribuiram na

minha formacao.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus.

Agradeco aos meus pais e familia, que sempre me apoiaram e incentivaram e

ajudaram na minha caminhada durante o periodo de graduacao.

A minha orientadora Dr. Vanessa Neumann Silva pelos ensinamentos, tempo
dedicado aos projetos, pela oportunidade de trabalho e por me auxiliar como

orientadora.

Aos meus colegas de laboratério por me auxiliarem no desenvolvimento desse

experimento, sem os quais dificultaria a realizacao deste.

Ao laboratério de Fitopatologia do campus Erechim, pela disponibilidade de realizacéo
das analises bioquimicas, em especial a Dr. Paola Milanesi e orientada Julia Andrade.
Agradeco pela oportunidade, ensinamentos e ajuda no desenvolvimentos das

analises.

Agradeco a todos os professores, pelos ensinamentos e conhecimentos repassados,

as quais foram importantes para constru¢cao do meu conhecimento.

Ao0s meus amigos, colegas e familiares pelo apoio e ajuda.



A injustica em qualquer lugar € uma ameacga a justica em todo lugar (Martin
Luther King).



RESUMO

Para garantir sementes e mudas com alta qualidade fisiologica e sanitaria resultando
em um estande de plantas uniforme e livre de patdégenos prejudiciais, procedimentos
gue possam melhor o potencial da semente e sua tolerancia e resiliéncia, como a
utilizacdo de indutores de resisténcia, necessitam ser estudados. Diversos
tratamentos de sementes vém se mostrando efetivos na inducédo de resisténcia e
como potenciadores da qualidade fisioloégica, como, por exemplo, estirpes de
bactérias que colonizam a rizosfera, aplicacdes de etileno, quitina, quitosana e silicio.
Portanto, objetivo desse trabalho foi verificar o efeito tratamento de sementes de
beterraba (Beta vulgaris L.), cultivar Vermelha Comprida, com diferentes indutores de
resisténcia no desempenho fisiolégico e qualidade sanitaria. O experimento foi
conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado para andlise do
efeito dos indutores de resisténcia no potencial fisioldgico e na qualidade sanitaria de
sementes de beterraba; e delineamento de blocos casualizado para avaliar o efeito
dos indutores de resisténcia na sanidade de mudas de beterraba. O tratamento das
sementes de beterraba foi realizado com o0s seguintes indutores: testemunha
(somente agua destilada), Acido salicilico, Bacillus amyloliquefaciens, Trichoderma
harzianum e Quitosana, com cinco repeticbes. ApOds o0 recobrimento as sementes
foram submetidas as seguintes avaliacdes: porcentagem de germinacgao,
comprimento de plantulas, massa seca de plantulas, Blotter Test, quantificacdo de
proteinas em tecidos vegetais e determinagcdo da atividade de fenilalanina amdnia-
liase. Para interpretacdo e comparacdo das diferentes doses utilizadas para cada
indutor de forma isolada, os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e
teste de regressdo. A partir da andlise dos dados, observou-se efeito significativo
positivo no potencial fisioldgico de sementes tratadas com Acido salicilico e Bacillus
amyloloquefaciens; constatou-se efeito significativo de todos os indutores avaliados
para as variaveis de percentual de plantulas com Damping-off pré-emergente e
incidéncia de Fusarium sp. e incremento na atividade de Fenilalanina amonia-liase em
sementes tratadas com T. harzianum. Ademais, houve reducdo nos teores de
proteinas totais nas sementes tratadas com Acido salicilico, B. amyloloquefaciens e

T. harzianum



Palavras-chave: Trichoderma harzianum; Bacillus amyloliquefaciens; Beta vulgaris L.

ABSTRACT

To ensure seeds and seedlings with high physiological and sanitary quality resulting in
a uniform plant stand free of harmful pathogens, procedures that can improve the
seed's potential and its tolerance and resilience, such as the use of resistance
inducers, need to be studied. Several treatments have been shown to be effective in
inducing resistance and enhancing physiological quality, such as bacterial strains that
colonize the rhizosphere, applications of ethylene, chitin, chitosan, and silicon.
Therefore, the objective of this work was to verify the treatment effect of beetroot (Beta
vulgaris L.) seeds of the Vermelha Comprida cultivar with different resistance inducers
on physiological performance and sanitary quality. The experiment was carried out in
a completely randomized design to analyze the effect of resistance inducers on the
physiological potential and health quality of sugar beet seeds, and a randomized block
design to evaluate the effect of resistance inducers on the health of sugar beet
seedlings. The treatment of beetroot seeds was carried out with the following
treatments: control (distilled water only), Salicylic acid, Bacillus amyloliquefaciens,
Trichoderma harzianum, and Chitosan, with five replications. After coating, the seeds
were subjected to the following evaluations: germination percentage, seedling length,
seedling dry mass, Blotter Test, quantification of proteins in plant tissues, and
determination of phenylalanine ammonia-lyase activity. To interpret and compare the
different doses used for each inducer in isolation, the data obtained were submitted to
analysis of variance and regression test. From the data analysis, there was a significant
positive effect on the physiological potential of seeds treated with salicylic acid and
Bacillus amyloloquefaciens; there was a significant effect of all the evaluated inducers
for the variables of seedlings with pre-emergent Damping-off and incidence of
Fusarium sp. and increase in Phenylalanine ammonia-lyase activity in seeds treated
with T. harzianum. Furthermore, there was a reduction in total protein content in seeds

treated with salicylic acid, B. amyloloquefaciens and T. harzianum.

Keywords: Trichoderma harzianum; Bacillus amyloliquefaciens; Beta vulgaris L.
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1 INTRODUCAO

A beterraba é uma olericola pertencente a familia Amaranthaceae e esta entre
as 17 hortalicas cultivadas por sementes de maior importancia econémica no pais. A
espécie desenvolve uma raiz tuberosa de coloracdo purpura devido ao pigmento
antocianina sendo consideradas de qualidade quando apresentam sabor levemente
doce e auséncia de estrias. Sua comercializacdo ao longo do ano sofre pequenas
variagcbes, apresentando boa estabilidade de producdo, com elevacdo dos precos
pagos nos periodos de marco e abril (TIVELLI et al., 2011).

Existem trés bibtipos de beterraba, sendo elas: a beterraba acucareira utilizada
para extracdo de acucar; a forrageira sendo as folhas e raizes utilizadas na
alimentacdo animal; e a beterraba horticola conhecida como beterraba de mesa,
sendo essa a forma cultivada no Brasil (TIVELLI et al., 2011). Ainda, conforme o autor,
apresenta raiz tuberosa de coloracdo purpura devido a concentracdo do pigmento
betalaina, e a beterraba de mesa € comumente utilizada para o consumo in natura ou
como corante natural.

A cultura da beterraba é propagada através de sementes e diversos fatores
bidticos e abidticos influenciam na sua producédo. Dentre esses fatores a qualidade de
sementes pode ser citada, resultado da interacdo dos componentes fisiolégicos,
genéticos, fisicos e sanitarios (NASCIMENTO; DIAS; SILVA, 2011).

A qualidade da semente influencia na produtividade e a formagdo de um
estande de plantas adequado, podendo ocorrer falhas de emergéncia de plantulas e
baixas taxas de germinacdo, quando as mesmas apresentam baixa qualidade
(NASCIMENTO; DIAS; SILVA, 2011). Além disso, sementes com baixo vigor
apresentam-se mais suscetiveis as ac¢des de fungos fitopatogénicos, reduzindo seu
desempenho fisiologico e produtividade (SOARES et al., 2016).

Sdo consideradas sementes com qualidade sanitaria aquelas que se
apresentam livres de fitopatdgenos. Os fungos séo 0s principais agentes causais
acarretando perdas na produtividade e redugéo na qualidade de sementes como, por
exemplo, reducdes nas taxas de porcentagem de germinacédo, matéria seca e vigor
(OLIVEIRA, 2019).

Para garantir uma elevada qualidade sanitaria sdo utilizadas grandes

quantidades de defensivos causando interferéncias no meio ambiente e na saude dos
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consumidores (CARVALHO, 2012). Em 2016, a producdo de beterraba no Brasil
movimentou cerca de US$ 401,05 por hectare com defensivos, ligada a manutengéo
da sanidade da cultura (GARCIA FILHO et al., 2017). Dessa forma, a utilizacao de
controles alternativos torna-se uma possibilidade para redugéo dos impactos.

Uma alternativa que vem se apresentando como promissora € 0 uso de
resisténcia induzida, definida pela utilizacdo de agentes indutores que promovem
aumento nos niveis de resisténcia da planta sem modificar o seu genoma
(CARVALHO, 2012; STADNIK, 2000). Diversos tratamentos vém se mostrando
efetivos na inducdo de resisténcia e como promotores de crescimento, como, por
exemplo, estirpes de bactérias que colonizam a rizosfera e promovem o crescimento
de plantas (SCHIPPERS et al., 1987). Ademais, os efeitos de aplicacdes de etileno,
quitina, quitosana e silicio vem sendo estudados a anos e apresentando-se eficazes
em algumas culturas (ROMPF, 1999; RODRIGUES et al., 2002; CARVALHO, 2012).

Somando-se a isto, 0 periodo entre a semeadura e emergéncia de plantas é
reduzido em cultivares de ciclo curto, dificultando o estabelecimento de um estande
adequado (BISOGNIN et al., 2016). Dessa forma, o tratamento de sementes com
indutores de resisténcia constitui-se uma alternativa econémica para a obtencao de
sementes com elevada qualidade fisiologica e sanitaria, proporcionando a formacao

de um estande de plantas sadias e vigorosas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do recobrimento de sementes de beterraba com diferentes
indutores de resisténcia no desempenho fisioldgico e qualidade sanitéria.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito dos indutores de resisténcia quitosana, acido salicilico,
Bacillus amyloliquefaciens e Trichoderma harzianum no tratamento de
sementes de beterraba.

e Avaliar o efeito dos indutores de resisténcia no potencial fisiolégico de
sementes de beterraba.

e Avaliar o efeito do recobrimento de sementes de beterraba com diferentes
indutores de resisténcia na qualidade sanitaria de sementes.

e Avaliar o efeito do recobrimento de sementes com indutores de resisténcia
na qualidade sanitaria de mudas de beterraba.

e Avaliar o efeito do recobrimento de sementes com os indutores de
resisténcia na quantificacdo de proteinas totais e da atividade de

fenilalanina amonia-liase em plantulas de beterraba.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 BETERRABA

A beterraba (Beta vulgaris L.) € uma olericola da familia Amaranthaceae que
apresenta boa adaptacao a regides frias sendo originéria de regides da Europa e norte
africano (HAVEROTH; NASCIMENTO; MARCUZZO, 2020). A beterraba pode ser
cultivada durante o ano todo nas areas produtoras do pais, sendo a germinacgao
favorecida com temperaturas em torno de 20 °C podendo sofrer prejuizos na
qualidade da raiz tuberosa quando as temperaturas excedem 25 °C (TIVELLI et al.,
2011).

Segundo Tivelli et al. (2011) a beterraba de mesa € uma das hortalicas mais
cultivadas no Brasil apresentando uma raiz tuberosa de coloragdo vermelha-
arroxeada, devido a presenca de betalainas provenientes do metabolismo secundario.
Segundo Filgueira (2003), a planta apresenta sistema radicular tipo pivotante, a parte
tuberosa apresenta-se em formato globular se desenvolvendo entre a superficie do
solo podendo atingir uma profundidade de até 60 cm.

Grande parte das cultivares de mesa produzidas no pais sdo de origem europeia
ou norte-americana, variando em formato, tamanho, coloracdo e tolerancia a
condicBes bidticas e abidticas de acordo com cada cultivar (TIVELLI et al., 2011).
Ainda segundo os autores, as principais cultivares e hibridos comercializados séo:
Early Wonder, Chata do Egito, Early WonderTall Top, Katrina, Itapud, Maravilha,
Vermelha Comprida e Rubra.

Conforme o PIB de 2016, a producéo de hortalicas no Brasil atingiu cerca de 5,3
bilhdes de délares (GARCIA FILHO et al., 2017). Os mesmos autores relatam que o
cultivo de beterraba produziu uma movimentacdo financeira no segmento de
sementes de US$ 5,40 e 3,15 milhdes em 2016, apresentando uma producédo de
218.765 toneladas em uma area produtiva de 10.938 ha. O estado de Santa Catarina
produz em média 65% do consumo da cultura, produzido principalmente na regido do
Alto Vale do Itajai com uma area em torno de 1.000 hectares (HAVEROTH,;
NASCIMENTO; MARCUZZO, 2020).

Como producéo de beterraba apresenta maior participagdo no segmento de

sementes a baixa taxa de germinacao e vigor de sementes apresentam-se como
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problemas para formacéo do estande final de plantas. Finch-savage e Bassel (2015)
descrevem o processo entre a semeadura e o estabelecimento de plantas como
periodo critico para o sucesso da producdo. Dessa forma, tratamentos que visem o
aumento do poder germinativo e velocidade de germinagéo sao importantes para o
obter o estabelecimento maximo do estande de plantas e tornar a atividade rentavel

ao produtor.

3.2 QUALIDADE DE SEMENTES

A qualidade de sementes inclui diversos fatores como, por exemplo, a viabilidade,
pureza, sanidade e vigor (FINCH-SAVAGE; BASSEL, 2015; PERRY, 1980). De
acordo com a Associacao Internacional de Analise de Sementes (ISTA), o vigor de
sementes pode ser definido como “a soma das caracteristicas da semente que irdo
determinar o seu desempenho e potencial durante a germinacdo e emergéncia de
plantulas aceitaveis em diferentes ambientes” (ISTA, 2015).

O vigor de sementes é determinado principalmente pela taxa e uniformidade de
germinacdo e crescimento de plantulas, desempenho ap6s armazenamento e
capacidade de germinar em condi¢cdes desfavoraveis (FINCH-SAVAGE; BASSEL,
2015); os mesmos autores relatam que a germinacao tardia resultam em mudas
menores, Podlaski e Chomontowski (2019) corroboram afirmando que beterrabas que
emergem primeiro apresentam maior peso de massa seca, sendo influenciado
também pela densidade de plantas.

Conforme as Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009a), para culturas
de ciclo curto a utilizacdo de sementes com alta qualidade fisiol6gica € essencial para
obter um estande de plantas uniforme e com alta produtividade. Para determinar a
qualidade das sementes sdo realizados testes de vigor, germinacdo, primeira
contagem e comprimento de plantulas (GUEDES et al., 2009).

A sanidade também é um fator crucial para a qualidade de sementes visto que
90% das plantas cultivadas sao propagadas por sementes e, além disso, sementes
com inoculos podem introduzir novas doencas em areas livres do patdégeno
(HENNING, 2005). Os fungos sdo os patdgenos que apresentam maior associagcao a
sementes, seguidos por bactérias, virus e nematoides (BRASIL, 2009b). A associacao

dos fungos em sementes pode ocorrer por adesdo passiva a superficie da semente,
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pela presenca de indculo nos tecidos ou no embrido, ou presenca na fracdo impura
de um lote. A incidéncia de patdgenos causam grandes perdas e gastos na
producdo.De acordo com Garcia Filho et al., (2017), a producao de beterraba teve
uma movimentacdo na cadeia de defensivos agricolas de US$ 401,05 por hectare.
Entre os principais agentes causais de tombamento de plantulas em beterraba citados
na literatura destacam-se Rhizoctonia solani, Phytophthora, Pythium, Fusarium
oxysporum e Verticilium (HARVESON, 2016).

3.3 TOMBAMENTO OU “DAMPING-OFF”

O tombamento de plantulas tem como agende causal principalmente o fungo do
género Rhizoctonia podendo ser causado também por fungos dos géneros Pythium,
Phytophthora, Colletotrichum, Fusarium e pelas bactérias dos géneros Xanthomonas
e Pseudomonas (BEDENDO, 2011).

De acordo com Dias, Berbara e Fernandes (2013), o fungo Rhizoctonia solani
apresenta estruturas de resisténcia chamadas esclerécios que podem sobreviver por
anos no solo, restos culturais e sementes, além disso, nao produzem esporos sendo
encontrados geralmente na forma micelial.

Os principais sintomas da doenca séo lesées nos tecidos jovens observados na
regido do colo da plantula rente ao solo causando contracdo do caule, acarretando
entdo o tombamento da muda (MAZARO et al., 2009). De acordo Bedendo (2011), a
sua importancia esta relacionada com o estabelecimento da cultura no campo ou no
viveiro, pois ocorrem nos primeiros estadios de desenvolvimento da planta. Conforme
esse autor, os agentes que provocam damping-off sdo principalmente fungos
parasitas facultativos, que vivem saprofiticamente no solo, sendo que quando 0s
sintomas da doenca aparecem ap0s a emergéncia das plantulas a doencas é
chamada de damping-off de pos-emergéncia.

A disseminagéo da maioria dos patdogenos ocorre principalmente por sementes e
mudas contaminadas, agua de irrigacdo e equipamentos agricolas (TIVELLI et al.,
2011). O mesmo autor relata que a temperatura ideal para o desenvolvimento do fungo
é entre 15 e 25 °C em condi¢des de alta umidade, favorecido também por altas

densidades de plantio e solos compactados e mal drenados.
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As principais medidas de controle da doenca séo rotacdo de culturas, utilizar
sementes sadias, realizar o plantio em areas que néo tenha ocorréncia da doenca e
solos mal drenados (TIVELLI et al., 2011). Corriqueiramente, os produtores utilizam
tratamento quimico de sementes e fungicidas como medida preventiva, no entanto,
devido a crescente demanda por produtos organicos tem-se buscado alternativas

sustentaveis para reduzir a incidéncia da doenca na cultura (MAZARO et al., 2009).

3.4 INDUTORES DE RESISTENCIA

Em resposta a demandas por cultivos mais sustentaveis, uma alternativa que vem
sendo usada para controle de doencas de plantas € o uso de indutores de resisténcia.
A inducéo de resisténcia sdo mecanismos de defesa que podem ser estimulados tanto
por agentes bibticos quando abibticos (MAZARO, 2007).

Conforme Mazaro et al., (2009), ‘inducdo de resisténcia é caracterizada pela
ativacdo de ampla gama de genes latentes relacionados aos mecanismos de defesa
da planta contra patégenos”.

De acordo com Pascholati (2011) fatores de resisténcia podem ser divididos em
pré-formados e pos-formados. Os fatores que ja estdo na planta antes da ocorréncia
do patégeno sdo chamados pré-formados, sendo considerados a primeira linha de
defesa para dificultar a entrada do patégeno (cuticulas, tricomas, estdmatos, fibras e
vasos condutores); ja aqueles que sdo produzidos ou ativados em resposta a
presenca do patdgeno, sdo chamados pos-formados (papilas, lignificacles,
fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese, espécies ativas de oxigénio, etc.).

Na natureza, a efetividade da resisténcia depende da expressdo dos seus
mecanismos apis o contato com o patdégeno, da mesma forma o nivel da resisténcia
dependera da acdo diferentes mecanismos que atuam simultaneamente
(PASCHOLATI, 2011). Dessa forma, os danos causados pelas doencas podem ser
reduzidos mesmo com uma pouca resisténcia.

Segundo Stangarlin et al., (2011), a indug&o de resisténcia ocorre por meio da
ativacdo de mecanismos ja existes na planta de defesa vegetal, envolvendo o
reconhecimento da molécula eliciadora até a ativacdo e formacdo de compostos
bioquimicos pés-formados, como fitoalexinas, proteinas relacionas a patogénese e

espécies ativas de oxigénio.
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A fenilalanina amoénia-liase (FAL) é uma enzima relacionada ao processo de
resisténcia de plantas visto que esta envolvida na sintese e conversdo de
fenilpropandides em acido trans-cinamico, sendo a principal rota para de sintese de
fitoalexinas (VALENTE, 2012). Dessa forma, o aumento da atividade da FAL resulta
no aumento da concentracao de fenilpropanoides, que sdo moléculas precursoras de
compostos fenolicos (GOMES et al., 2008). Além disso, a fenilalanina amoénia-liase
atua na formacao dos percursores da lignina que reforcam as paredes celulares,
atuando na resposta de defesa das plantas (RAES et al., 2003).

A atividade da FAL é influenciada tanto por fatores externos quanto internos, como,
por exemplo: radiacdo solar, nutrientes, hormdnios, infeccdo por patégenos ou
ferimentos causados nos tecidos vegetais. A infec¢do por fungos estimula a producéo
de compostos fendlicos, dado que induz a transcricdo do mRNA codificando para esta
enzima, aumentando sua sintese, consequentemente (JONES, 1984).

As plantas possuem familias com multi-genes que codificam pequenos peptideos
e proteinas, que possuem acdo anti-microbiana. Como exemplo, podemos citar as
proteinas relacionadas a patogénese (Proteinas — RP), induzidas devido a defesa
contra patdogenos em potencial, tratamento com elicitores e reguladores de
desenvolvimento vegetal, além de situacdes de estresse abiodtico. O sinal para o
acumulo sistémico dessas proteinas é desconhecido, embora haja estudos sobre o

acido salicilico, etileno, sistemina e jasmonato (PASCHOLATI, 2011).

3.4.1 Quitosana

De acordo com Mazaro (2009) a quitosana tem como origem a quitina que esta
presente em invertebrados marinhos, fungos e leveduras sendo obtida através de uma
reacao de desacetilacdo. A quitosana é utilizada como forma de defesa das plantas
por ter capacidade desencadear respostas de defesa através da formacdo de
substancias quimicas e fisicas que funcionam como barreiras contra o patégeno
(KATIYAR; HEMANTARANJAN; SINGH, 2015); os mesmos autores indicam a
semelhanca de quitosana e celulose sendo que o que as diferencia é a posi¢cado do
grupo amina, além disso, a quitosana também apresenta cargas ibnicas positivas.

Segundo com Katiyar, Hemantaranjan e Singh (2015) a quitosana possui

propriedades antimicrobianas e € um dos elicitores mais importantes na inducdo de
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resisténcia. Diversas pesquisas comprovam a eficacia da molécula de quitosana: em
beterraba, concentracdes acima de 0,5% acarretaram aumento no ganho de massa e
induziram resisténcia ao tombamento causado pelo fungo Rhizoctonia solani
(MAZARO, 2009). O autor também relata incremento no desenvolvimento e menor
incidéncia de tombamento no tomate em concentracdes acima de 2%.

Além de estimular mecanismos de defesa natural na planta a quitosana também
promove melhorias na germinacao de sementes, tendo incrementos na porcentagem
de germinacdo, indice de velocidade de germinacdo e comprimento de hipocotilo
(KATIYAR; HEMANTARANJAN; SINGH, 2015). Além disso, a quitosana também
pode manter a umidade das sementes por mais tempo devido a formacao de um filme
permeéavel na superficie da mesma, facilitando a germinagdo (ZENG; LUO, 2012).

A utilizacdo de quitosana estimula a defesa das plantas e é uma alternativa viavel
e sustentavel para reduzir a utilizacdo de produtos quimicos para protecdo nas
plantas, além de ter efeitos positivos no crescimento de plantas, na tolerancia a seca,
na producdo de metabdlitos secundéarios, aumentos nos niveis de &cido abscisico
(ABA) e prolongar o tempo de armazenamento de frutas (KATIYAR;
HEMANTARANJAN; SINGH, 2015).

3.4.2 Acido salicilico

A salicilina foi isolada da casca do salgueiro (Salix) em 1828, dando origem ao
nome do acido salicilico (AS) sendo comercialmente conhecido como aspirina
(JANDA; HORVATH; SZALAI; PALDI, 2007). O &cido salicilico € um composto fendlico
considerado um elicitor que estimula processos fisiologicos e de defesa contra
patdogenos (BERTONCELLI et al., 2016). Este € sintetizado a partir do aminoacido
fenilalanina que pode ser isolado de plantas atacadas por patdogenos (CASTRO &
VIEIRA, 2001).

A aplicacao do AS atua na expressao de genes de defesa das plantas, induzindo
a sintese de quitinases e B -1,3 glucanases que promovem a degradacao da parede
celular de fungos resultando em uma resisténcia sistémica na planta (DURRANT;
DONG, 2004; BERTONCELLI et al., 2016). A aplicacdo exodgena do acido salicilico

também aumenta o vigor de sementes por estimular a produ¢cdo de compostos
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fendlicos (lignina) através de vias pentose-fosfato e chiquimato (PACHECO et al.,
2006).

De acordo com Bertoncelli et al. (2016), em sementes de beterraba o tratamento
com acido salicilico ndo resultou inibicdo na germinacdo, ndo apresentando
fitotoxidade e, além disso, ndo reduziu o comprimento de plantulas. Os autores
também relatam que o tratamento induziu resisténcia ao fungo do género Fusarium
sp. através da ativagéo da 3-1,3 glucanase. O acido salicilico também demostra efeito
fungicida no controle do fungo Penicillium expansum em testes in vitro quando
aplicado em concentracdes superiores a 0,6 mM e apresentou efeito inibitério no
crescimento de C. laurentti na concentracdo de 1000 yg mL? (YU; ZHENG, 2006).
Além disso, Dotto e Silva (2017) observaram que o tratamento de sementes de
beterraba, através de condicionamento fisiol6gico, com doses entre 1 e 2 mMol L de

acido salicilico promove melhoria no potencial de germinacéo.

3.4.3 Bacillus amyloliquefaciens

No solo podem ser encontrados diversos micro-organismos que podem causar
efeitos prejudiciais, benéficos ou neutros nas plantas. A espécie Bacillus
amyloliquefaciens € uma das rizobactérias mais estudadas da agricultura, sendo
geralmente associadas ao ambiente rizosférico. As espécies do género Bacillus sédo
classificadas com bactérias promotoras de crescimento em plantas e podem
proporcionar acréscimos no comprimento de raiz (BENIZRI et al., 2001).

A atividade de promocdo de crescimento estd associada a capacidade de
supresséao dos patdgenos do solo, além da producdo de compostos antimicrobianos,
antivirais e nematicidas induzindo a resisténcia sistémica das plantas (DOORNBOS
et al., 2012). O uso de rizobactérias no biocontrole € uma alternativa aos pesticidas
guimicos, além de proporcionar um manejo mais racional e seguro, colaborando para
uma agricultura mais sustentavel (CHOWDHURY et al., 2015). As bactérias
promotoras de crescimento podem ser utilizadas tanto em tratamentos de sementes
e mudas, como incorporadas ao substrato ou pulverizadas na parte aérea da planta
(BERNARD, 2017).

O Bacillus amyloliquefaciens possui potencial em associar-se com as raizes de

plantas realizando a supressdo de patdégenos, além de produzir metabdlitos
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secundarios, antibioticos lipopeptidicos e enzimas hidrofilicas extracelulares,
estimulando o crescimento das plantas, consequentemente (CHEN et al.,, 2009;
RAGAZZO-SANCHEZ et al., 2011).

Conforme os dados obtidos por Karimi et al. (2016), os isolados de Bacillus
amyloliquefaciens sédo capazes de reduzir efetivamente o tombamento de plantulas
causado por Rhizoctonia solani, inibindo seu crescimento micelial (51,7% a 68,5%)
em relagcdo ao controle. Ademais, na pesquisa realizada por Szilagyi-Zecchin et al.
(2015), em mudas de tomate a bactéria promoveu a sintese de compostos inddlicos e
sideroforos, aumentou os teores de clorofila e proporcionou acréscimos na parte area.

Outras bactérias do género Bacillus sdo estudadas na agricultura, como as da
espécie Bacillus subtilis, usados na prevencao e controle de doencas devido a sua
atuacdo antagébnica, inibindo a germinacdo de esporos, micélios e induzindo
resisténcia na planta hospedeira (AGOSTINO, 2009).

3.4.4 Trichoderma spp.

Trichoderma spp. sé@o fungos filamentosos classificados como Ascomycota, de
crescimento rapido e que produzem colbnias de coloracdo verde. Na agricultura sdo
considerados agentes de controle bioldgico, e utilizados como promotores de
crescimento vegetal, no controle de doencas, devido a sua acédo de antibiose e
parasitismo, e na inducao de resisténcia (MACHADO et al., 2012).

Os fungos do género Trichoderma tém acéo hiperparasita, pois tem a capacidade
de detectar e localizar as hifas de fungos que séo suscetiveis, crescendo até a sua
direcédo formando estruturas semelhantes a apressorios, penetrando e digerindo a hifa
(MELO, 1998). Além disso, muitas espécies de Trichoderma tem o potencial de
produzir compostos metabodlicos secundarios que séao toxicos, capazes de inibir o
crescimento de fungos fitopatogénicos (HARMAN, 2000).

O tratamento com Trichoderma possibilita maior incremento na producéo vegetal
devido a solubilizacdo de nutrientes proximos as raizes aumentando a assimilagéo
destes pelas plantas (HARMAN, 2000). A eficacia do tratamento com produtos a base
de Trichoderma para controlar fungos tem grande variabilidade, apresentando mais

sucesso no controle de fungos que acometem mudas (ETHU et al., 2008).
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A utilizacdo de Trichoderma em grandes culturas apresentam bons resultados,
utilizados como substitutos para o tratamento fungicida de sementes. Apos a
germinacgdo dos esporos é formado uma manta de micélio que recobre a semente,
protegendo-a de ataque de patdgenos, podendo reduzir em até 90% de sementes de
feijdo infectadas por Colletotrichum lindemuthianum tratadas com Trichoderma
(LAZZARETTI; BETTIOL, 1997). O autor também relata que o tratamento tem efeito
na reducdo de tombamento de plantulas causado por Rhizoctonia solani e na
severidade de Sclerotinia sclerotiorum inativando os esclerédios evitando a
esporulacéo do fungo.

De acordo com Carvalho et al. (2011) sementes de feijdo tratadas com
Trichoderma harzianum obtiveram reducdo de 90 a 92% na incidéncia de S.
esclerotiorum em testes in vitro, além disso, proporcionou aumento no comprimento
total da planta quando comparado com o tratamento testemunha. Tortelli et al. (2020)
encontraram resultados semelhantes, onde a microbiolizacdo com Trichoderma
asperellum e Trichoderma harzianum foram eficientes quando comparado com o teste
positivo no controle Sclerotinia sclerotiorum, além disso, proporcionou melhorias na
germinacao, vigor e sanidade das sementes. Estudos realizados por Ethu et al. (2008)
relatam que mudas de tomate tratadas com T. harzianum apresentaram menor

incidéncia e severidade da fusariose.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCALIZACAO

O experimento foi conduzido na Universidade Federal da Fronteira Sul, no
laboratério de Sementes e Grdos do campus Chapecd e no laboratério de
Fitopatologia do campus Erechim. O experimento para avaliar o efeito do recobrimento
de sementes com indutores de resisténcia na qualidade sanitaria de mudas foi
realizado em uma &rea privada no municipio de Planalto Alegre — Santa Catarina, em
funcdo das restricbes impostas pelo protocolo de biosseguranca devido ao Covid-19
e pela indisponibilidade de casa-de-vegetacdo na area experimental do campus

Chapecb.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E TRATAMENTOS

O experimento foi conduzido no primeiro semestre do ano de 2021. Foram realizados
testes laboratoriais e a campo, sendo estes divididos em trés etapas:

a) Etapa 1: Efeito de indutores de resisténcia no potencial fisioldgico de sementes

de beterraba;

b) Etapa 2: Efeito de indutores de resisténcia na qualidade sanitaria de sementes

de beterraba;

c) Etapa 3: Efeito de indutores de resisténcia na sanidade de mudas de beterraba.
Nas etapas 1 e 2 foi adotado o delineamento experimental inteiramente casualizado,
e na etapa 3 foi utilizado o delineamento de blocos casualizado. Para todas as etapas
os tratamentos utilizados foram: testemunha (somente agua destilada), Acido

salicilico, Bacillus amyloliquefaciens, Trichoderma harzianum e quitosana.
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4.3 TRATAMENTO DE SEMENTES

Foram utilizadas sementes de beterraba (Beta vulgaris L.) da cultivar Vermelha
Comprida. Para avaliar o efeito no desempenho fisioldégico e qualidade sanitéaria,
utilizou-se as seguintes concentragoes:

- Quitosana: utilizou-se a metodologia adaptada de Mazaro (2009) onde a
quitosana foi dissolvida em &cido acético a 1% e diluida com agua destilada para obter
as concentracfes de 0,5; 1; 2 e 4% e a testemunha foi &gua destilada.

- Bacillus amyloliquefaciens: utilizou-se o produto comercial NemaControl® nas
concentragées: (testemunha — &gua destilada) 1,5, 3, e 6 mL L do produto comercial,
seguindo as recomendacdes do fabricante.

- Acido salicilico: seguiu-se a metodologia de Bertoncelli et al. (2016) com a
imersao das sementes nas concentracdes de 0,0 (testemunha- agua destilada); 0,138,
0,207 e 0,276 g/L de acido salicilico.

- Trichoderma: para os testes utilizou-se o produto Trichodermil formulado a
partir de Trichoderma harzianum. As sementes foram tratadas nas concentracdes de
0,0 (testemunha — agua destilada); 0,125, 0,25 e 0,50 mL L do produto, seguindo
recomendacdes do fabricante.

Para indutores de resisténcia quitosana, Bacillus amyloliquefaciens e
Trichoderma harzianum, em uma placa de petry realizou-se a distribuicdo da calda
preparada com os tratamentos sobre as sementes, sendo posteriormente deixadas
para secagem natural em bancada durante 24 horas (figura 1). Para o tratamento com
Acido salicilico, realizou-se a imers&o das sementes por 5 minutos nas concentracées,

posteriormente deixadas para secagem natural por 24 horas.
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Figura 1 - Recobrimento de sementes de beterraba com Trichoderma.

Fonte: Autora.

Para o teste de germinacéo foi seguido a metodologia descrita a seguir no item
4.4 e para a avaliacao dos indutores de resisténcia na qualidade sanitaria de sementes
utilizou-se a metodologia do item 4.5 e 4.6.

4.4 AVALIACAO DO EFEITO DOS INDUTORES NO POTENCIAL FISIOLOGICO DE
SEMENTES DE BETERRABA

Foram realizados os testes descritos a seguir para essa etapa:
Teste de germinacdo: foi utilizada a metodologia descrita nas Regras para Analise
de Sementes (BRASIL, 2009a); cinco repeticbes de 50 sementes, para cada
tratamento, distribuidas em caixas plasticas do tipo gerbox (11,5 x 11,5 x 3,5 cm),
sobre substrato de papel para germinacéo (Figura 2), sendo umedecidos previamente
com agua destilada em um volume de 2,5 vezes o peso do papel seco, as quais foram
mantidas em camera de germinagdo na temperatura de 20 °C. Durante o teste de
germinacgéo as avaliagfes foram realizadas conforme os critérios estabelecidos nas
Regras para Andlise de Sementes, aos quatro e 14 dias apds a semeadura (DAS),
contabilizando-se as plantulas normais, anormais, e sementes mortas.

Figura 2 - Montagem do teste de germinacéao.
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Fonte: Autora.
Crescimento e massa seca de plantulas: Foram utilizadas 20 plantulas por unidade
experimental, a partir das quais foi determinado o comprimento de raizes e de parte
aérea, com o auxilio de uma régua graduada em milimetros (Figura 3).

Para obtencdo da massa seca, as 20 plantulas avaliadas quanto ao
comprimento, foram pesadas em balanca de precisdo de cinco casas apoés a virgula
e, em seguida, colocadas em sacos de papel, e submetidas a secagem em estufa a
65 °C durante 72 horas; posteriormente, realizou-se a pesagem e determinacao da

massa Seca.

Figura 3 - Medicdo do comprimento de plantulas.

Fonte: Autora.
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4.5 AVALIACAO DO EFEITO DO RECOBRIMENTO DE SEMENTES COM
INDUTORES DE RESISTENCIA NA QUALIDADE SANITARIA.

4.5.1 Andlise da sanidade de sementes pelo método Blotter test

Foram utilizadas 20 repeticbes com 20 sementes, totalizando uma unidade
experimental de 400 sementes por tratamento. As sementes foram distribuidas sobre
duas folhas de papel germitest no interior de uma caixa plastica do tipo gerbox. Para
reduzir o processo de germinacdo, os gerbox foram mantidos em camara de
germinacdo durante 24 horas a 20°C, em seguida em congelador (-20°C) por 24
horas, retornando a camara de germinacdo na temperatura de 20°C sob luz
florescente branca por mais 5 dias (BRASIL, 2009b).

Analisou-se as sementes individualmente com auxilio de um
estereomicroscépio a resolucdo de 30-80X, identificando a presenca de fungos
patogénicos. Os resultados foram expressos em percentual de ocorréncia dos fungos
com duas casas decimais.

Figura 4 — Exemplificagcdo da unidade experimental utilizada no experimento.
——
|

Fonte: Autora.
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4.5.2 Avaliacdo do efeito do recobrimento de sementes com indutores de

resisténcia na qualidade sanitaria de mudas

Inicialmente, foi realizado o recobrimento das sementes de beterraba com as
doses dos indutores de resisténcia utilizados e, entdo, semeadas em bandejas
plasticas de producdo de mudas de hortalicas, com 162 células cada (Figura 4); foi
utilizado o substrato para hortalicas da marca MECPLANT®. As semeaduras foram
feitas manualmente, utilizando-se uma semente por célula nas bandejas de cultivo.
A unidade experimental foi de 50 células por bandeja, com quatro repeticdes em cada
tratamento.

As bandejas foram mantidas em uma estrutura de telado de sombrite sendo
realizados os devidos manejos de irrigacao, limpeza. As avaliacdes foram realizadas
14 dias apdés a semeadura seguindo a metodologia adaptada de Mazaro (2009),
determinando-se: a incidéncia de tombamento apds a emergéncia (porcentagem de
plantulas tombadas) e medicdo do comprimento de parte aérea de plantulas, com o
auxilio de uma régua graduada em milimetros.

Para as analises bioquimicas foram utilizadas amostras de 20 plantulas de
beterraba, de cada tratamento e repeticdo, previamente coletadas ao final do
experimento a campo. Imediatamente apds a coleta, as amostras foram armazenadas
em freezer até a realizacdo das analises de determinac¢éo da atividade da fenilalanina
amonia-liase (FAL) e proteinas totais. Etapa posteriormente realizada no laboratorio
de Fitopatologia, na UFFS campus Erechim.

Figura 5 - Unidade experimental utilizada nos testes de mudas de beterraba.
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Fonte: Autora.
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Figura 6 - Plantulas utilizadas nas analises bioquimicas.

Fonte: Autora.

4.5.3 Quantificacdo de proteinas em tecidos vegetais

A determinacdo de proteinas nas amostras foi mensurada pelo método
Coomassie Blue de Bradford (1976). Inicialmente, obteve-se a curva padrédo de
proteina a partir de uma solugéo de soro de Albumina Bovina (BSA). Foi realizado a
maceracdo de 0,5 gramas do material vegetal com nitrogénio liquido, em seguida
macerado novamente com 5 mL da solucdo tampéo Fosfato 0,2 Molar pH 7,5 para
obtencéo do extrato. A solucao tampao Fosfato foi obtida a partir da solugéo de fosfato
de potéssio dibasico 0,2 Molar (solucdo A) preparada com 50g de K2HPO4 P.A. em 1
L de agua destilada, e a solugéo fosfato de potassio monobasico 0,2 Molar (solugéo
B) preparada com 30g g de KH2PO4 P.A. em 1 L de agua destilada. Misturou-se 420
mL da solucdo A + 80 mL da solucdo B + 500 mL de 4gua destilada, ajustando para
pH 7,5.

ApOs esse processo, o extrato foi colocado em tubos “ependorfe” (Figura 6)
devidamente identificados, acondicionéa-los na centrifuga e centrifugar durante 10
minutos a 14.000 rpm e a 4 °C. Retirou-se da centrifuga e transferiu-se 50 microlitros
do extrato sobrenadante para tubos de ensaio, e adicionou-se 2,5 mL do Comassie.
A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro a 595nm.

Figura 7 - Extrato sobrenadante.



33

-

o’ Y
. ¥
\ -

: AN A s
24K < et
F el s _'.‘

Fonte: Autor.

4.5.4 Determinacgao da atividade de fenilalanina amonia-liase

Aproximadamente 1,0 g de material vegetal foi macerado com nitrogénio liquido
em almofariz previamente gelado (Figuras 7 e 8), com 6,0 mL do tampéo TRIS — HCL
Ph 8,00 (contendo 22,2 g de Tris; 0,37 g de EDTA,; 85,5 g de sacarose; 10 g de PVP
e o volume foi completado para 1000 mL de agua destilada, apds ajustar o pH para
8,0 com &cido cloridrico 2,0 N). A mistura foi centrifugada a 6000 rpm por 10 min a 4
°C. Transferiu-se uma aliquota de 200 microlitros para um tubo de ensaio,
acrescentando mais 5,0 mL do tampdao de extragéo, agitando em vortex para obtencao
do extrato enzimético.

Transferiu-se para um tubo de ensaio devidamente identificado 1,5 mL do
extrato enzimatico, 1,0 mL do tampéao de extracdo e 0,5 mL de fenilalanina, na prova
em branco utilizar 4gua no lugar do extrato enzimatico, agitando em vortex para
homogeneizacdo. Posteriormente, foi incubado em banho-maria por uma hora a 40
°C. Apés o tempo de incubacéo, interrompeu-se a reacdo colocando os tubos em
banho de gelo.

A atividade da FAL foi avaliada com base na diferenca de absorbancia
resultante da conversao da fenilalanina em acido trans-cinamico (RODRIGUES et al.,
2006) e procedendo-se as leituras espectrofotométricas a 290 nm.
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Figura 8 - Maceracéo da amostra com Figura 9 - Maceracdo da amostra com

nitrogénio liquido. tampéo TRIS.
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Fonte: Autora. Fonte: Autora.

Para interpretacdo e comparacéao das diferentes doses utilizadas para cada indutor
de forma isolada, os dados obtidos em todos os experimentos foram submetidos a
andlise de variancia e teste de regressdao com nivel de significancia de 0,05%,
separadamente para cada indutor, com o auxilio do programa estatistico SISVAR.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

N&o foram observados sintomas de damping-off pds-emergente em mudas de
beterraba para nenhum dos indutores avaliados, ou no tratamento testemunha, nao
sendo verificado os sintomas caracteristicos da doencas, como pontos encharcados
localizados no cauliculo na altura do colo da plantula, constricbes ou plantulas
tombadas durante o experimento (BEDENDO, 2011).

Em relacdo ao blotter test, de forma geral, ndo foram observados presenca de
micélios ou hifas de Rhizoctonia solani associados as sementes, para nenhum dos
indutores analisados, bem como no tratamento testemunha, pelo blotter test. No
entanto, foram observados sintomas caracteristicos de damping-off pré-emergente
pelo meétodo blotter test, como aparecimento de machas encharcadas e
apodrecimento da radicula, associado a estruturas de fungos para todos os

tratamentos avaliados (figura 10).

Figura 10 - Damping off p6s-emergente em plantulas de beterraba.

Fonte: Autora.

7

O controle do Damping-off ou tombamento de plantulas é dificultado pelo
envolvimento de diversos patégenos que podem atuar isoladamente ou combinado.
Os agentes causais mais comuns dessa doenca sao os fungos dos géneros Pythium,
Rhizoctonia e Phytophthora (BEDENDO, 2011). Devido a isto, ndo foi possivel
verificar 0 agente causal da doenca através do método blotter test, apenas a
ocorréncia dos sintomas em plantulas de beterraba. Dessa forma, os resultados foram

expressos como percentual de plantulas com Damping off.
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Outro patdgeno associado ao tombamento de plantulas é o Fusarium sp., e este
foi observado associado as sementes de beterraba em todos os tratamentos
avaliados, com presenca de micélio branco com aspecto algodonoso denso, como
pode ser observado na figura 11.

Figura 11 - Fusarium sp. em sementes de beterraba.

Fonte: Autor.

Também nao foi constatado a presenca de plantulas normais aos quatro dias apés
a semeadura para nenhum dos tratamentos avaliados, de acordo com 0s critérios
estabelecidos pelas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009a). Esse
resultado pode ser um indicativo de baixo vigor do lote utilizado, visto que o
desenvolvimento de plantulas normais ocorreu apés o periodo indicado pelo manual

para realizacéo do teste.

5.1 QUITOSANA

Em relagdo aos resultados do recobrimento de sementes com quitosana, nao
foram observadas diferencas entre as doses do indutor no potencial fisiologico de
sementes de beterraba, em relacdo as variaveis de porcentagem de germinagao e
massa seca de plantulas (Tabela 1). As doses de quitosana utilizadas nao foram
eficientes para incrementar a germinagdo e o desenvolvimento de plantulas de

beterraba.
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Tabela 1 - Valores médios de porcentagem de germinacédo (G) de sementes e de

massa seca de plantulas (MS), obtidas de sementes de beterraba recobertas com

diferentes doses de quitosana.

G (%) MS (g/plantula)
Doses (%)
0 58" 1,33"™
1 50 1,37
2 52 1,48
4 55 1,46

*NS: ndo significativo na analise de variancia (p<0,05).

Resultados semelhantes foram relatados por outros autores. Tanada-Palmu et al.

(2005), analisando o efeito do recobrimento de sementes de brdcolis e salsa com

quitosana, verificaram que este ndo teve influéncia na capacidade de germinacéo e o

vigor das sem

pepino com

entes tratadas. Em experimento avaliando o tratamento de sementes de

quitosana, as concentracbes utilizadas n&o apresentaram efeito

significativo para massa fresca de plantulas (ROCHA, 2015).

Em relacéo a qualidade fisiol6gica e sanitaria de mudas, também néo se observou

diferencas significativas para as variaveis de porcentagem de emergéncia,

comprimento

de parte aérea de plantulas emersas, quantificacdo de Fenilalanina

amoOnia-liase e incidéncia de Fusarium sp. (Tabela 2). Esse resultado indica que o

tratamento de

sementes com quitosana néo foi eficiente para incrementar o potencial

fisiolégico de sementes de beterraba, bem como promover inducao de resisténcia.

Tabela 2 -

Valores médios de porcentagem de emergéncia de plantulas (EM),

comprimento de parte aérea de plantulas emersas (CPAE), quantificacdo de

Fenilalanina amonia-liase (FAL) e incidéncia de Fusarium sp. em sementes de

beterraba recobertas com diferentes doses de quitosana.

EM (%) CPAE (cm) FAL (uabs) Fusarium sp.
(%)
Doses (%)
0 88 s 5,95 0,05" 4,0ns
1 86 6,03 0,05 6,0
2 80 6,02 0,05 7,0
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4 85 5,91 0,05 7,0

*NS: nZo significativo, na analise de variancia (p<0,05).

Observou-se maior porcentagem de emergéncia quando comparado com a
porcentagem de germinacao, e isso pode ser relacionado a sanidade, visto que nao
foi observado Damping-off pds-emergente em mudas de beterraba. Esses resultados
podem ser explicados pelo mecanismo de escape das plantulas, sendo que ao
emergirem do solo solta o tegumento infectado, ao contrario do teste de germinagéo
em papel germitest, onde os cotilédones permanecem em contato com o tegumento
infectado, causando sua deterioracdo e reduzindo sua qualidade fisiologica
(GOULART, 2018). Esse efeito também foi observado para os demais indutores de
resisténcia avaliados.

Freddo et al. (2012), avaliando o efeito da quitosana na emergéncia e
desenvolvimento de plantulas de acéacia-negra, descreveram que as concentracdes
de quitosana aplicadas as sementes ndo resultaram em efeito significativo para
emergéncia de plantulas, no entanto, observou-se efeito significativo para altura de
plantulas e teor da enzima fenilalanina amoénia-liase (FAL). Mazaro et al. (2009),
também observou estimulo na atividade da enzima FAL pela aplicacdo de quitosana
em sementes de beterraba e tomate, indicando que a enzima pode ter atuado
induzindo resisténcia nas plantulas, consequentemente reduzindo a incidéncia de
tombamento.

O efeito ndo significativo na analise de quantificacdo de FAL nos tecidos vegetais
das plantulas de beterraba observado (tabela 2) pode indicar auséncia de condi¢des
de estresse nos tecidos vegetais, pois 0 estresse aumenta a quantidade da enzima
na planta devido a transcricdo do RNA mensageiro, estimulando consequentemente
a sintese de compostos fendlicos (COLTRO, 2012).

Em relacdo ao crescimento de plantulas, observou-se efeito significativo das doses
de quitosana no comprimento de parte aérea e raizes de plantulas (figura 12A e 12B).
De maneira geral, observou-se curva decrescente em relagdo a concentracdo do
indutor, apresentando maiores comprimentos no tratamento testemunha. Rocha
(2015) observou efeito semelhante em sementes de pepino tratadas com quitosana;
neste caso o aumento da concentracao causou diminui¢céo linear do comprimento das

plantulas.
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Esse resultado pode ser explicado devido a constituicdo da quitosana, por ser um
biopolimero do tipo polissacarideo, ndo apresenta potencial bioestimulante, utilizado

principalmente devido ao seu efeito indutor de resisténcia.

Figura 12 - Resultado da analise de regressao para as variaveis de comprimento de
parte aérea (A), comprimento de raiz (B), quantificacdo de proteinas (C) e percentual

de plantulas com Damping off (D).
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Quanto ao teor de proteinas, observa-se que o aumento da concentracéo de
quitosana na semente tem efeito decrescente no teor de proteinas nos tecidos das
plantulas, e isso pode ser relacionado a reducdo observada no comprimento de
plantulas, ocasionando redu¢éo da amostra utilizada para a quantificagdo de proteinas
(figura 12C). Observou-se maior percentual de plantulas com Damping-off pré-
emergente na concentracao de 2,88%, reduzindo-se a incidéncia com o aumento da
concentragédo, como pode ser observado na figura 12D. Esse resultado pode indicar

gue o efeito indutor da quitosana em beterraba pode estar restrito a uma faixa de



40

concentracdo mais elevada. Mazaro (2009) também observou maior teor proteico no
tratamento testemunha em tomateiro tratado com quitosana, verificando maior efeito
de inducao de resisténcia no controle de tombamento de plantulas na concentracao
de 1,1% de quitosana, indicando que a faixa ideal pode variar de acordo a cultura

avaliada.

5.2 ACIDO SALICILICO

Observou-se resultados significativos (< 0,05) pela andlise de regresséo para
a variavel de porcentagem de germinacgdo, no entanto, como os ajustes dos modelos
de regressdo ndo foram adequados devido aos baixos valores de coeficiente de

determinacdo (R?) observados, os dados estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3 - Regresséo das doses de &cido salicilico para a variavel de porcentagem
de germinacao, de sementes de beterraba recobertas com diferentes doses do

indutor de resisténcia.

G (%)
Doses (g/L)
0 26,4
0,138 26,4
0,207 40
0,276 30,6
Equacéo -119,34x? + 60,83x + 25,525
R? 0,3182

*NS: n3o significativo, na andlise de variancia (p<0,05).

O recobrimento de sementes com acido salicilico (AS) resultou em aumento na
porcentagem de germinagdo na concentracdo de 0,207 g/L, considerada uma
informacao importante, visto que ndo houve efeito inibitério na germinacao, tornando-
0 viavel para a utilizacdo como indutor de resisténcia em sementes de beterraba. No
entanto, apesar de ndo promover efeito inibitdrio, observou-se valores baixos de
porcentagem de germinacdo em todas as concentracdes, o que pode ser explicado

devido a incidéncia de Fusarium sp., favorecido pelas condigbes de umidade e
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temperatura, prejudicando a germinacdo de sementes de beterraba e
desenvolvimento das plantulas.

As doses de 4cido salicilico ndo foram eficientes para incrementar o
crescimento de plantulas de beterraba, ndo apresentando efeito significativo para as
variaveis de comprimento de parte aérea e raizes de plantulas (tabela 4). Bertonceli
et al. (2015), observaram resultados semelhantes no tratamento de sementes de
pepino com acido salicilico, considerando-0s como positivo, visto que representa que
ndo houve efeito fitotoxico ou perda metabdlica por desvio da rota para inducédo de

resisténcia.

Tabela 4 - Valores médios das varidveis comprimento de parte aérea (CPA) e raizes
(CR) de plantulas de beterraba, obtidas de sementes recobertas com diferentes

doses de acido salicilico.

CPA (cm) CR (cm)
Doses (g/L)

0 2,05M 2,40 "
0,138 2,12 2,16
0,207 2,77 3,09
0,276 1,85 2,24

*NS: n3o significativo, na andlise de variancia (p<0,05).

Em relacdo a massa seca de plantulas, apesar dos valores préoximos, observou-
se efeito significativo das doses utilizadas de &cido salicilico pela analise de
regressao, observando melhor incremento na varidvel na maior concentragdo, em
comparacdo a testemunha (figura 13). O tratamento com AS pode reduzir o
crescimento de plantas, e seu efeito é dependente do ambiente, sendo geralmente
associado a uma resposta do AS em induzir a resisténcia das plantas e alteracdes
nas rotas metabdlicas (PAULO JUNIOR, 2018).
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Figura 13 - Resultado da analise de regressao para a variavel massa seca de

plantulas.
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Para os parametros de porcentagem de emergéncia, comprimento de parte
aérea de plantulas emersas e incidéncia de Fusarium sp., o tratamento de sementes
de beterraba com o acido salicilico ndo resultou em alteragdes estatisticamente
significativas (tabela 5). Resultados semelhantes foram observados em outras
culturas, como em melancia e girassol (NOBREGA et al., 2020; BRUNES et al., 2015).
O teste de emergéncia € um parametro importante para atestar o vigor, devido as
condi¢cbes adversas em que as sementes sao submetidas, podendo considerar-se os
resultados observados como positivos, pois 0 AS nao causou redugdes nas variaveis
de porcentagem de emergéncia e nem no comprimento de plantulas emersas
(NASCIMENTO; SILVA; CANTLIFFE, 2016).

Tabela 5 - Valores médios das variaveis de porcentagem de emergéncia (EM),
comprimento de parte aérea de plantulas emersas (CPAE) e incidéncia de Fusarium
sp., de sementes recobertas com diferentes doses de acido salicilico na qualidade

fisiologica e sanitaria.

EM (%) CPAE (cm) Fusarium sp. (%)
Doses (g/L)

0 92 ns* 6,13 5,85
0,138 88 5,40 6,75
0,207 88 6,42 5,0
0,276 89 5,5 6,25

*NS: n3o significativo, na analise de variancia (p<0,05).
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Da mesma forma que observado para a variavel de germinacao, observou-se
efeito significativos pela analise de regressdo para percentual de plantulas com
incidéncia de Damping-off pré-emergente, no entanto, como os ajustes dos modelos
de regressao néo foram adequados devido aos baixos valores de coeficiente de
determinacéo (R?) observados, os dados estdo apresentados na tabela 6.

Apesar da baixa incidéncia, o percentual de plantulas de beterraba com
sintomas de Damping-off pré-emergente observadas por meio do blotter test reduziu
a partir da concentracdo de 0,138 g/L de AS, indicando que a inducao de resisténcia
ocorre em concentracdes mais elevadas de acido salicilico (tabela 6). Resultados
semelhantes foram observados por Bertoncelli et al. (2015) e Al-Sohaibani et al.
(2011), corroborando com a hipotese de que o AS pode atuar como indutor de
resisténcia contra o ataque de patégenos.

Tabela 6 - Regressao das doses de acido salicilico para as variaveis de
porcentagem de germinacao e percentual de plantulas com Damping off pré-
emergente, de sementes de beterraba recobertas com diferentes doses do indutor

de resisténcia.

Plantulas com Damping off (%)

Doses (g/L)

0 1,75
0,138 0,75
0,207 0,0
0,276 0,0
Equac&o -9,5377x2 + 3,027x + 2,3363
RZ 0,0664

De maneira geral, 0 aumento na concentracdo de acido salicilico resultou em
uma pequena reducdo nos teores de Fenilalanina amodnia-liase e proteinas (figuras
14A e 14B), no entanto, existe a possibilidade de que a ativacdo da enzima FAL tenha
ocorrido antes dos 14 dias ap0s a semeadura e reduzido seus teores até o final do
experimento (BERTOCELLI et al., 2015).
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Figura 14 - Resultado da andlise de regressao para as variaveis de quantificacéo de

Fenilalanina aménia-liase (A) e quantificacdo de proteina (B).

A
% g 0,15
ﬁ % y =»-0,3881x2 + 0,0853x + 0,0506
'E a Rz =0,6446
£ Q
5% 01
gE&
==
&£
£ b,
SEB005e . .
o ®
w2
O .
0 0,1 0,2 0,3
Doses de acido salicilico (g/L)
B
5
.,
ks * *
E-N y = +12,579x2 - 6,4233x + 4,5299
o R*=0,7386
D
g,
48]
=
g
=]
&1
Q .
0 0,1 0,2 0.3

Doses de acido salicilico {(g/l)

5.3 BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENS

De maneira geral, o recobrimento de sementes com Bacillus amyloliquefaciens
resultou em incrementos na variavel de porcentagem de germinagdo em comparagao
ao tratamento testemunha, com melhor desempenho na dose de 1,5 mL L (figura
15). Em tomate, sementes tratadas com B. amyloliquefaciens tiveram a porcentagem
de germinagao aumentada em 14,37% em relagao ao controle (SULTANA et al., 2020).
De acordo com Diaz (2018), esses resultados ocorrem devido ao aumento de

producao de fitormbnios, como citocinina, auxinas e giberelinas.
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Figura 15 - Resultado da analise de regressao para a variavel de porcentagem de
germinacao.
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As variadveis de comprimento de parte aérea, comprimento de raiz e massa

seca de plantulas nédo sofreram influéncia das doses utilizadas de Bacillus
amyloloquefaciens (tabela 7). O efeito néo significativo observado pode ser explicado
devido a uma possivel incompatibilidade com o gendtipo testado, pois o0s
microrganismos apresentam interacdes diferentes com cada genoétipo, e essa
interacdo pode ser anulada caso nao ocorra compatibilidade (MELO & AZEVEDO,
1998). Em sementes de girassol, os isolados de Bacillus sp. resultaram em efeito
diferentes para cada genoétipo analisado para as varidveis de germinacdo e
crescimento de plantulas (SILVA, 2019).

Tabela 7 - Valores médios das variaveis de massa seca de plantulas (MS),
comprimento de parte aérea (CPA) e raizes (CR) de plantulas, de sementes
recobertas com diferentes doses de Bacillus amyloloquefaciens no potencial

fisiolégico de sementes de beterraba.

MS (g/plantula) CPA (cm) CR (cm)
Doses (mL.L™1)
0 1,4ns * 2,30 4,06"s
1,5 1,3 2,53 4,38
3 1,4 2,42 4,26
6 1,4 2,50 4,56

*NS: n3o significativo, na analise de variancia (p<0,05).
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As doses de Bacillus amyloloquefaciens ndo resultaram em efeito significativo
para os parametros de porcentagem de emergéncia, comprimento de parte aérea de
plantulas emersas, como pode ser observado na tabela 8. De acordo com Biswas et
al., (2000), os fitormobnios produzidos apenas estimulam o crescimento em uma
determinada faixa de concentracdo, podendo ser ineficaz em concentracbes mais
baixas (BISWAS et al., 2000), como observado em outras culturas tratadas com
Bacillus spp., como cenoura e tomate (DOGNINI, 2017; ARAUJO & CARVALHO,
2009).

Tabela 8 - Valores médios das variaveis de porcentagem de emergéncia (EM),
comprimento de parte aérea de plantulas emersas (CPAE), quantificacdo de
fenilalanina amonia-liase e percentual de plantulas com Damping off pré-emergente
de sementes recobertas com diferentes doses de Bacillus amyloloquefaciens na
gualidade fisioldgica e sanitaria de mudas de beterraba.

EM (%) CPAE (cm) FAL (uabs) Plantulas com
Damping off (%)

Doses (mL.L™)

0 88 Ns* 5,95"M 0,05 1,95M
15 86 5,94 0,04 2,0

3 87 5,31 0,05 1,85

6 83 5,76 0,06 1,95

*NS: ndo significativo, na analise de variancia (p<0,05).

Também néao foi observado efeito significativo para quantificacdo de fenilalanina
amobnia-liase e percentual de plantulas com sintomas de Damping-off pré-emergente
(tabela 8). Na cultura do tomate, o tratamento com B. amyloliquefaciens supriu
significativamente a incidéncia de Damping-off causado por Sclerotium rolfsii
(SULTANA et al., 2020). Isso demonstra que seu efeito antagonista pode variar entre
culturas, agentes causais, e até mesmo isolados de rizobactérias, como foi observado
em pepino, sendo que apenas dois isolados de 37 analisados foram capazes de
reduzir os sintomas de tombamento pré-emergente (LUCON et al., 2008).

Em experimento para verificar a indugao de resisténcia de Bacillus cereus em
sementes de tomate, também nao foi observado alteracbes na atividade da
fenilalanina amoénia-liase (SILVA et al., 2004). A FAL é uma enzima importante para

indicar estresses nas plantas, e esta aumenta em resposta aos estresses (RITTER;
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SHCULZ, 2004; KUHN, 2007). Nesse caso, devido a baixa porcentagem de incidéncia
dos patdgenos e estresses, a mesma pode nao ter sido induzida. Outra hipétese seria
que a enzima FAL tenha reduzido seus teores até o final do experimento
(BERTOCELLI et al., 2015).

Observou-se resultados significativos pela analise de regressao para a variavel
de incidéncia de Fusarium sp., no entanto, devido a presenca de meédias zero, a linha
de tendéncia ficaria em cima da linha X. Dessa forma, os dados estdo apresentados
na tabela 9 para melhor entendimento, observando-se melhores resultados na dose
de 3 mL L. Estudos relatam que genes envolvidos na biossintese de agentes
antifungicos sdo encontrados em Bacillus amyloloquefaciens, capazes de inibir a
germinagao de esporos e suprimir o crescimento de Fusarium oxysporum (ZHAO et

al., 2013), efeito observado também em hifas de Rhizoctonia solani (YU et al., 2002).

Tabela 9 - Regressao das doses de Bacillus amyloloquefaciens para a incidéncia de
Fusarium sp., de sementes de beterraba recobertas com diferentes doses do indutor

de resisténcia.

Fusarium sp.
Doses (mL.L™)

0 11,25
15 0,75

3 0,00

6 0,75

Equacéo -1,1838x2 + 7,9891 + 59,713

R? 0,7303

Em relacdo a quantificacdo de proteinas, observou-se apenas um pequeno
decréscimo nos valores analisados com o aumento da concentracdo de Bacillus
amyloloquefaciens, em relagdo a testemunha (figura 16). Uma hipdtese para essa
reducdo nos teores de proteinas, € que as proteinas sintetizadas poderiam ser de
membrana, nao sendo soluveis em tampdes aquosos (VOET; VOET, 2006; KUHN,
2007).
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Figura 16 - Resultado da analise de regressao para a variavel de quantificacao de

proteina.
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5.4 TRICHODERMA HARZIANUM

N&o foram observadas diferengas entre as doses do indutor no potencial
fisiolégico de sementes de beterraba, para as variaveis de germinacdo, comprimento
de parte aérea e de raizes e massa seca de plantulas, como pode ser observado na
tabela 10.

Esse efeito pode ser considerado positivo, visto que na literatura é citado que
o tratamento com T. harzianum é capaz de prejudicar o desenvolvimento de plantulas,
como observado na cultura do tomate, resultando em decréscimo no crescimento das
plantulas produzidas (ROMAGNA et al., 2019). O efeito negativo causado por isolados
de Trichoderma pode ser causado devido a producdo de compostos que possuem
efeito de inibir o desenvolvimento de plantulas, quando em concentracfes maiores
que a faixa ideal (VINALE et al., 2008). Dessa forma, até a concentracéo de 0,50 g/L
de Trichoderma harzianum, ndo sao observados efeitos prejudiciais ao crescimento e

desenvolvimento de plantulas de beterraba.
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Tabela 10 - Valores médios das variaveis de porcentagem de germinacao (%),
comprimento de parte area (CPA) e raizes (CR) de plantulas e massa seca (MS), de
sementes recobertas com diferentes doses de Trichoderma harzianum no potencial

fisiolégico de sementes de beterraba.

G (%) CPA (cm) CR (cm) MS (g/plantula)
Doses (mL.L?)
0 55ns * 3,25 3,83 0,92
0,125 68 3,60 3,65 0,92
0,25 59 3,08 3,39 0,96
0,50 64 3,23 3,48 0,98

*NS: ndo significativo na analise de variancia (p<0,05).

Em relacdo a porcentagem de plantulas emersas e comprimento de parte aérea
de plantulas emersas, as doses utilizadas de T. harzianum ndo promoveram efeito
significativo (tabela 11). Considerando que nao foram observados efeitos prejudiciais
no potencial fisioldgico e desenvolvimento de plantulas de beterraba, o tratamento

com Trichoderma harzianum é viavel para utilizacdo como indutor de resisténcia.

Tabela 11 - Valores médios das variaveis de porcentagem de emergéncia (EM) e
comprimento de parte aérea de plantulas emersas (CPAE) de sementes recobertas
com diferentes doses de Trichoderma harzianum, na qualidade fisioldgica sanitaria

de mudas de beterraba.

EM (%) CPAE (cm)
Doses (mL.L?)
0 92 ns* 6,13 "
0,125 89 5,09
0,25 91 6,09
0,50 92 6,07

*NS: nZo significativo, na analise de variancia (p<0,05).

Observou-se resultados significativos pela analise de regressdo para
percentual de plantulas com Damping off pré-emergente, no entanto, devido a
presenca de médias zero a linha de tendéncia ficaria em cima da linha X, sendo os
valores apresentados na tabela 12 para melhor entendimento. Pode-se observar que

percentual de plantulas com Damping-off pré-emergente em sementes de beterraba



50

observadas por meio do blotter test reduziu a partir da dose de 0,125 mL L* de T.
harzianum, comprovando seu potencial no controle de doencas fungicas (tabela 12).
Resultados semelhantes foram observados por Sales (2011), no biocontrole de R.
solani em tomate, fungo associado a ocorréncia de Damping-off, observando

crescimento agressivo do Trichoderma spp. confirmando seu potencial antagonista.

Tabela 12 - Regresséo das doses de Trichoderma harzianum para percentual de
plantulas com Damping off, de beterraba recobertas com diferentes doses do indutor

de resisténcia.

Plantulas com Damping off (%)

Doses (mL.L?1)

0 1,75*
0,125 0,0
0,25 0,0
0,50 0,0
Equacéo -0,0535 x2 + 0,0552x + 0,049
R? 0,892

Quanto ao controle de Fusarium spp., observou-se efeito significativo das
doses utilizadas do indutor de resisténcia T. harzianum, com queda acentuada na
porcentagem de incidéncia do patégeno (Figura 17A). Em estudo avaliando a eficacia
do T. harzianum na inibicdo de fungos produtores de micotoxinas, 0s autores
observaram sinais de lise e desintegracdo nas espécies atacadas, ocorrendo devido
a excrecdo de enzimas envolvidas na lise, como quitinases, capaz reduzir o
crescimento dos fungos Aspergillus flavus, Aspergillus carbonarius, Alternaria
alternata e Fusarium oxysporum (BRAUN et al., 2018).

Observou-se incremento na atividade de Fenilalanina aménia-liase com o
aumento das doses utilizadas, coincidindo a concentracéo de maior atividade da FAL
com a menor incidéncia de Fusarium spp., demonstrando que o tratamento de
sementes de beterraba com Trichoderma harzianum pode promover alteracdes
bioquimicas em resposta a defesa das plantulas (figura 17B). A fenilalanina aménia-

liase é codificada pelo gene PAL, resultando na sintese de compostos como a lignina,
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compostos fendlicos e fitoalexinas, que conferem maior resisténcia a parede celular

das plantas ao ataque de patégenos (RAES et al., 2003).

Figura 17. Resultado da analise de regresséo para as variaveis incidéncia de

Fusarium sp. (20A) e quantificacdo de Fenilalanina amdnia-liase (20B).
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Em relagdo a quantificagdo de proteinas, observou-se decréscimo nos valores
analisados com o aumento da concentragdo de T. Harzianum, assim como foi
observado com Bacillus amyloloquefaciens (figura 18). Da mesma forma, as proteinas
sintetizadas podem ter sido insoluveis em tampdes aquosos ou, até mesmo, tenha
reduzido seus teores até o final do experimento, quando foi realizado a sua
quantificacdo (VOET, VOET, 2006; KUHN, 2007).
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Figura 18 - Resultado da analise de regressao para a variavel de quantificacéo de
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6 CONCLUSAO

Em relacdo ao potencial fisiologico de sementes de beterraba, apenas os
tratamentos com Acido salicilico e Bacillus amyloloquefaciens, resultaram em efeito
significativo positivo.

Quanto a qualidade sanitaria de sementes, ndo foi observado presenca de
Rhizoctonia solani associados as sementes, no entanto, observou-se sintomas de
Damping-off pré-emergente em plantulas e presenca de Fusarium sp. Em relagdo a
qualidade sanitaria de mudas de beterraba, ndo foram observados sintomas de
Damping-off pés-emergente. Observou-se efeito significativo de todos os indutores
avaliados para as variaveis de plantulas com Damping-off pré-emergente e incidéncia
de Fusarium sp.

Observou-se efeito significativo reducdo nos teores de proteinas totais nas
sementes tratadas com Acido salicilico, Bacillus amyloloquefaciens e T. harzianum.
Ademais, observou-se incremento na atividade de Fenilalanina amoénia-liase em
sementes tratadas com Trichoderma harzianum.

As variaveis bioguimicas avaliadas (teor de proteinas, FAL) podem néo ter tido
suas atividades evidenciadas, devido ao fato de as avaliagdes terem sido realizadas
apenas aos 14 dias apos o tratamento das sementes. Isto ressalta a importancia de

se realizar mais analises antes dos 14 dias.
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