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CONTROLE DE PODRIDAO DE SCLEROTINIA E RESISTENCIA SISTEMICA
ADQUIRIDA EM PLANTULAS DE COUVE DE BRUXELAS POR MEIO DE
TRATAMENTO DE SEMENTES COM INDUTORES BIOTICO E ABIOTICOS

Resumo: Entre as doencgas que incidem sobre a couve de bruxelas, a podridédo
de Sclerotinia, causada pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum, pode provocar
prejuizos no estabelecimento da cultura, causando o apodrecimento do caule e
das folhas préximas ao solo. O controle do patégeno deve ser buscado,
passando pela utilizacdo de métodos alternativos ao controle quimico. Objetivou-
se verificar a eficiéncia de indutores bidtico e abidticos sobre a qualidade
fisiolégica e incidéncia de podriddo de Sclerotinia em sementes de couve de
bruxelas e quantificar as respostas de resisténcia proporcionadas pelos
tratamentos em plantulas dessa hortalica. Foram utilizadas sementes de couve
de bruxelas sem tratamento quimico. O experimento foi conduzido na UFFS —
Campus Erechim, em delineamento inteiramente casualizado, contendo 7
tratamentos, sendo: Saccharomyces cerevisiae; extrato etandlico de propolis
marrom (EEP; 30%; diluido em agua; concentracdo 10% de EEP/L); quitosana
3%; acibenzolar-S-metil; controle “agua”; controle “alcool de cereais; e controle
“acido aceético” 1%.As sementes foram inoculadas com S. sclerotiorum pela
técnica de restricdo hidrica com o restritor manitol, assegurando um potencial
hidrico de -0,6 MPa. Calibrou-se a curva de infeccdo das sementes apés
exposicao ao patdogeno nos tempos: 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas, a fim de selecionar
o melhor periodo para a infeccdo e a manutencao do potencial germinativo das
sementes (= 80% de germinagao). Avaliou-se: i) germinacao (%); ii) incidéncia
(%) de S. sclerotiorum; iii) emergéncia a campo; e iv) incidéncia (%) de podridao
de Sclerotinia em plantulas. As respostas de resisténcia induzida foram
avaliadas por meio da atividade da determinacdo de proteinas soluveis totais e
pela expressdao da enzima Fenilalanina amoénia-liase (FAL). Os dados foram
submetidos a analise de variancia e comparacao de médias pelo teste de Tukey
(p = 0,05). Para a variavel quantitativa (tempos de exposi¢cao das sementes a S.
sclerotiorum), se significativa, foi realizada a analise de regressao polinomial.
Verificou-se que o melhor tempo de exposicdo das sementes ao patdogeno foi o
de 4 horas. Os resultados demonstraram que o tratamento de sementes de
couve de bruxelas com os diferentes indutores ndo proporcionou melhorias em
relacéo a germinacao e ao controle do patégeno. Os indutores testados também
nao asseguraram incremento na expressao de proteinas totais bem como da
enzima FAL, indicando que estes possuem baixa acao de inducao de resisténcia,
nas doses utilizadas, quando aplicados em sementes de couve de bruxelas.

Palavras-chave: Brassica oleracea var. gemmifera; esclerddios; apiagricultura;
Inducéo de resisténcia.



CONTROL OF SCLEROTINIA ROOT AND SYSTEMIC RESISTANCE
ACQUIRED IN BRUSSELS CABBAGE SEEDLINGS THROUGH SEED
TREATMENT WITH BIOTIC AND ABkgIOTIC INDUCERS

Abstract: among the diseases that affect brussels sprouts, Sclerotinia rot,
caused by the fungus Sclerotinia sclerotiorum, can cause damage to the
establishment of the culture, causing the rotting of the stem and leaves close to
the ground. The pathogen control must be sought, through the use of alternative
methods to chemical control. The objective was to verify the efficiency of biotic
and abiotic inducers on the physiological quality and incidence of Sclerotinia rot
in brussels sprouts seeds and to quantify the resistance responses provided by
the treatments in seedlings of this vegetable. Brussels sprouts seeds without
chemical treatment were used. The experiment was carried out at UFFS —
Campus Erechim, in a completely randomized design, containing 7 treatments,
as follows: Saccharomyces cerevisiae; brown propolis ethanol extract; 3%
chitosan; acibenzolar-S-methyl; “water” control); “grain alcohol” control; and
control “acetic acid” 1%. The seeds were inoculated with S. sclerotiorum by the
water restriction technique with the mannitol restrictor, ensuring a water potential
of -0.6 MPa. The infection curve of the seeds was calibrated after exposure to
the pathogen at the times: 2, 4, 6, 8, 10 and 12 hours, in order to select the best
period for infection and maintenance of the germinative potential of the seeds (=
80% germination). It was evaluated: i) germination (%); ii) incidence (%) of S.
sclerotiorum; iii) field emergency; and iv) incidence (%) of Sclerotinia rot on
seedlings. Induced resistance responses were evaluated through the activity of
determining total soluble proteins and by the expression of the enzyme
Phenylalanine ammonia-lyase (PAL). Data were submitted to analysis of
variance and comparison of means by Tukey's test (p < 0.05). For the quantitative
variable (times of exposure of seeds to S. sclerotiorum), if significant, polynomial
regression analysis was performed. It was found that the best time of exposure
of seeds to the pathogen was 4 hours. The results showed that the treatment of
brussels sprouts seeds with the different inducers did not provide improvements
in relation to germination and pathogen control. The tested inducers also did not
ensure an increase in the expression of total proteins as well as the PAL enzyme,
indicating that they have a low resistance induction action, at the doses used,
when applied to brussels sprouts seeds.

Keywords: Brassica oleracea var. gemmifera; sclerotia; apiculture; Induction of
Resistance.
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INTRODUCAO

A couve de bruxelas € muitas vezes descrita como um repolho em
miniatura (LANA; TAVARES, 2010). Seu nome cientifico é Brassica oleracea L.
var. gemmifera e pertence a familia Brassicaceae. Por isso, algumas
caracteristicas sdo muito semelhantes com o repolho, couve e couve-flor. Essa
cultura é rica em vitaminas A e C, e nutrientes como manganés, potassio, ferro
e calcio (LUENGO et al., 2011). A sua descoberta ocorreu no século XXIII, na
Bélgica, na cidade de Bruxelas; devido a isso surgiu o seu home, muito embora
essa hortalica s6 tenha sido conhecida em outros paises no século XXV (PLANT
GROWER, 2021).

As producdes de brassicas sao importantes para o mundo todo, e todas
as culturas dessa familia estao sujeitas a uma doenca denominada podridao da
Sclerotinia, cujo agente etiologico € o fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de
Bary (Ascomycota; MYCOBANK, 2021). Trata-se de um patdgeno necrotrofico
e cosmopolita, que causa doenca em mais de 400 espécies botanicas distintas,
tais como soja, girassol, ervilha, feijao, cenoura, alface e batata (DERBYSHIRE;
DENTON, 2016). Esse patdgeno é transmitido através de sementes infectadas,
por isso torna-se importante o tratamento de sementes, para assim evitar a
disseminacdo do mesmo (ALMEIDA et al., 2005).

Em se tratando da couve de bruxelas, ainda ha caréncia de informacdes
a respeito do manejo de doencas, bem como de métodos nao exclusivamente
pautados no uso de fungicidas quimicos, tendo em vista a producdo em
consonancia com a seguranca alimentar.

As plantas estédo sujeitas a sofrerem a incidéncia de patégenos, uma vez
gue estdo expostas ao ambiente e suas mudancas, 0 que pode ser
determinante dentro da consolidacdo do processo doenca. Entretanto, com a
evolucdo das espécies, as plantas tornaram-se habeis em desenvolver
mecanismos de resisténcia, sendo estes peculiares para cada tipo de planta,
bem como de ataque. Tais mecanismos envolvem o reconhecimento frente a
agressao recebida e a sinalizacdo bioquimica como resposta (MARGIS-
PINHEIRO et al., 1999; FERNANDES et al., 2009).

A resisténcia de uma planta contra um determinado patégeno pode ser

definida como a sua capacidade em atrasar e/ou evitar a entrada de um
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microrganismo estranho (BONALDO et al., 2005), ativando seu mecanismo de
defesa para diminuir a possibilidade de colonizacdo pelo patégeno
(PASCHOLATI; LEITE, 1995).

Nesse sentido, métodos como a utilizacdo de indutores de resisténcia
estdo sendo cada vez mais buscados como uma forma de reduzir o uso de
agrotoxicos para o controle de doengas nas culturas. A utilizacdo de indutores
de resisténcia, tanto bidtico, quanto abidtico, € uma opc¢do para 0 manejo de
doenca nas plantas e tem sua eficiéncia comprovada contra diversos patégenos
(GURGEL et al., 2014). Entre os indutores mais utilizados, pode-se destacar o
Acibenzolar-S-metil (ASM) e a quitosana (BARROS et al., 2010), sendo o ASM
a Unica molécula ativadora de plantas devidamente registrada para uso
comercial no Brasil (BARROS et al., 2010; MELO et al., 2017).

O ASM é semelhante ao acido salicilico (AS) e atua induzindo a ativacao
de genes que codificam proteinas relacionadas a patogénese (PR) e enzimas
relacionadas com a producao de fitoalexinas e lignina. A quitosana, no entanto,
possibilita a criacdo de uma barreira estrutural pela lignificacdo da parede
celular ou pelo efeito inibitério sobre o crescimento de fungos fitopatogénicos
(RODRIGUES; BEZERRA NETO; COELHO, 2006; BARROS et al., 2010).

Outro produto alternativo com importante atividade antimicrobiana é o
extrato etandlico de propolis (EEP). Entre os beneficios relatados, pode-se
destacar a reducdo na incidéncia e na severidade de podriddes de raizes
causadas por Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii em feijoeiro (ABD-EL-
KAREEM; SAIED; ELMOHAMEDY, 2018). Em feijdao e cenoura, o extrato
etandlico de propolis inibiu o desenvolvimento de S. sclerotiorum em condi¢des
de armazenamento, indicando que esse composto € um potente antifUngico
(MATNY et al., 2014).

Leveduras, tais como Saccharomyces cerevisiae, também apresentam
potencial de bioprospeccao no controle de fitopatégenos, visto que fazem parte
da microbiota epifitica e endofitica das plantas (MELLO et al., 2011). O uso de
quitina, proveniente da parede celular de Saccharomyces cerevisiae, provoca
aumento na resisténcia de tomateiro ao mofo cinzento, causado por Botrytis
cinerea, uma importante doenca em pos-colheita dos frutos. Esse efeito €
assegurado pelo desencadeamento de uma série de respostas bioquimicas,

tais como estresse oxidativo, acumulo de RP-Proteinas e ativacdo da rota
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metabdlica relacionada ao acido salicilico (SUN et al., 2018), indicando o
potencial dessa levedura também como indutora de resisténcia em plantas
contra patdgenos.

Por ser um método alternativo de controle de doencas em plantas, a
inducdo de resisténcia pode auxiliar na reducdo da aplicacdo de agrotoxicos
(BONALDO et al., 2005). Nesse viés, tem sido demonstrado o potencial que 0s
métodos alternativos para o tratamento de sementes e a sua relacdo com a
indugéo de resisténcia em plantulas (SILVA; PASCHOLATI; BEDENDO, 2007:
MEDEIROS et al., 2009). Entretanto, pouco ainda é conhecido a respeito do
uso de indutores de resisténcia aplicados no tratamento de sementes de couve
de bruxelas, tendo em vista o controle de Sclerotinia sclerotiorum e a ativacao
de rotas metabdlicas de resisténcia induzida em plantulas.

Diante do exposto, teve-se como objetivo com o presente trabalho
verificar a eficiéncia de indutores de resisténcia bidtico e abioticos sobre a
gualidade fisiologica e incidéncia de podriddo de Sclerotinia em sementes de
couve de bruxelas e quantificar as respostas de resisténcia proporcionadas pelos

tratamentos em plantulas.

MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi conduzida no Laboratério de Fitopatologia e na Area
Experimental da Universidade Federal da Fronteira Sul — Campus Erechim
(RS), entre agosto de 2021 e julho de 2022. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado, com 0 numero de repeticdes
especificado dentro de cada teste.

Caracterizacdo das sementes de couve de bruxelas: foram adquiridas
sementes de couve de bruxelas, sendo estas sem tratamento quimico.
Imediatamente ap0s o recebimento das sementes, realizou-se a caracterizacao
fisiolégica e sanitaria das mesmas, determinando-se: i) umidade: 8%; ii)
condutividade elétrica: 38,41 uS cm g*; iii) germinacéo: 89%, acima do padrédo
minimo exigido pelo Ministério da Agricultura para comercializacdo, que € de
75% (MAPA, 2013); e iv) sanidade: verificou-se incidéncia de fungos dos géneros
Alternaria (2%), Aspergillus (4%) e Cladosporium (12%).

Apébs esses testes iniciais, foram realizados os seguintes procedimentos:
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Obtencédo do isolado de Sclerotinia sclerotiorum: esclerddios do fungo
foram coletados a partir de hospedeiro botanico da familia Brassicaceae. Para
assegurar a obtencdo de culturas puras de Sclerotinia sclerotiorum, 0s
esclerédios foram submetidos a assepsia com hipoclorito de sodio a 1% por 1
min e agua destilada e esterilizada (trés enxagues de 1 min cada).

Em placas de Petri contendo o meio de cultura batata-dextrose-agar
(BDA), os esclerddios foram distribuidos e, na sequéncia, as placas foram
incubadas a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas (PEREIRA et al., 2009). Ap6s
sete dias de incubacao foi possivel reconhecer as estruturas do patégeno
(Figura 1A e B) e realizar a sua repicagem para novas placas contendo meio

de cultura BDA, visando a manutenc¢éo das culturas do patégeno.

Figura 1. Aspecto do crescimento micelial, em meio de cultura BDA, do isolado
de Sclerotinia sclerotiorum utilizado (A); e formacé&o de esclerddios na borda da
placa de Petri contendo meio de cultura BDA (B).

Fonte: A autora (2022).

Descricdo dos tratamentos: foram avaliados 0s seguintes tratamentos, e
respectivas doses, para aplicacdo via tratamento de sementes em couve de
bruxelas (Quadro 1):

e Suspensdo de Saccharomyces cerevisiae: proveniente de fermento
biolégico fresco, disponivel no comércio local (20 mg/mL); com 3,0 x 104
células mL; suspensao nao autoclavada.

e Extrato etandlico de propolis marrom (EEP, 30%): diluido em agua
destilada esterilizada para obtenc¢édo da concentragéo de 10% de EEPIL.
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e Quitosana: quitosana pura, obtida em farmacia de manipulacéo, dissolvida
em acido acético 1% com posterior diluicdo em agua (FREDDO et al., 2012)
para a obtencéo da concentracdo de 3,0% (MAZARO et al., 2009).

e Acibenzolar-S-metil (ASM): produto comercial Bion 500 WG® (Syngenta),
utilizado como indutor de referéncia; na concentracdo de 0,4 g produto
comercial kg! semente (DEBONA et al., 2009).

e Controle “agua”: apenas agua destilada e esterilizada.

e Controle “alcool de cereais”. somente alcool de cereais a 70%.

e Controle “acido acético”: somente acido acético a 1%.

Quadro 1. Descricdo dos tratamentos de sementes que foram utilizados e

respectivas doses.

Tratamento Dose
Saccharomyces cerevisiae
(3,0 x 10* células mL, ndo autoclavada)
Extrato etandlico de prépolis marrom (30%) (diluido em
agua para obtencéo da concentracéo de 10% de EEP/L)
Quitosana 3% 2,0 mL kg* semente
Acibenzolar-S-metil 0,4 g p.c.” kg semente
Controle “agua”
(apenas agua destilada e esterilizada)
Controle “alcool de cereais”
(somente alcool de cereais a 70%)
Controle “4cido acético”
(somente acido acético a 1%)

"p.c.: produto comercial. Volume final de calda (tratamentos + agua destilada esterilizada): 6 mL
kg! semente.

2,0 mL kg semente

2,5 mL kg semente

2,0 mL kg* semente

2,5 mL kg* semente

2,0 mL kg semente

A suspenséo da levedura Saccharomyces cerevisiae foi obtida a partir
do isolamento de fermento biolégico fresco, disponivel no comércio local,
cultivado em meio YEPG (10 g de extrato de levedura; 20 g de peptona; 20 g
de glicose; 20 g de agar e 1 L de 4gua), com repicagens semanais. As células
foram suspensas em agua destilada apos 48 h de isolamento com ajuste da
concentracdo para 1 x 10° células mL, com auxilio de camara de Neubauer
(GOUVEA et al., 2009).

Inoculacdo de sementes de couve de bruxelas com Sclerotinia
sclerotiorum: a fim de assegurar maior eficiéncia na inoculagdo de S.

sclerotiorum nas sementes, foi utilizada a técnica de restricdo hidrica, tomando-
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se como restritor osmético o manitol (CsH140s). Primeiramente, o patégeno foi
cultivado em placas de Petri contendo meio de cultura BDA acrescido de manitol,
com potencial hidrico de -0,6 MPa (44,88 g de manitol L't BDA) (COUTINHO et
al., 2001; TORTELLI et al., 2020). As placas foram incubadas em BOD a 25 £ 2
°C e fotoperiodo de 12 horas (PEREIRA et al., 2009) por sete dias, quando o
patégeno alcancou a borda das placas de Petri.

Sementes de couve de bruxelas (previamente submetidas a assepsia
com hipoclorito 1% por 1 min., seguidas por trés enxagues em agua destilada e
esterilizada, 1 min. cada), foram distribuidas em camada Unica sobre o meio BDA
contendo a cultura do patdgeno (Figura 2). As sementes foram incubadas a 25
+ 2 °C e fotoperiodo de 12 horas, permanecendo em contato direto com S.
sclerotiorum por diferentes tempos de exposicéo (2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas). A
medida que as sementes foram removidas, passaram a ser deixadas para secar
sobre papel toalha, em temperatura ambiente durante 24 horas (CRUCIOL;
COSTA, 2017).

Com esse teste inicial foi possivel estabelecer qual € o melhor tempo de
exposicdo para inoculacdo de sementes de couve de bruxelas com S.
sclerotiorum a fim de assegurar a germinacgao e o vigor das sementes, permitindo

a aplicacédo e posterior avaliacdo dos tratamentos.

Figura 2. Sementes de couve de bruxelas distribuidas sobre o meio de cultura
BDA contendo cultura de Sclerotinia sclerotiorum.
Fonte: A autora (2022).

Estabelecendo-se o melhor tempo de exposi¢éo ao inéculo do patégeno

as sementes foram tratadas, conforme os tratamentos descritos no Quadro 1.
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ApOs receberem os tratamentos, as sementes foram mantidas em temperatura
ambiente durante 24 horas, para completa secagem dos produtos e, apos isso,
foram submetidas aos testes a seguir:

Germinagdo de sementes e incidéncia de S. sclerotiorum: conduzido
com oito repeticbes de 25 sementes, totalizando 200 sementes (BRASIL,
2009a). As sementes foram distribuidas em caixas tipo ‘gerbox’ (devido ao
tamanho diminuto das sementes) sobre duas folhas de papel germitest
umedecidas com agua destilada em 2,5 vezes 0 seu peso seco.

Ap6s a semeadura, as caixas foram dispostas em incubadora BOD a 20
+ 2 °C, com fotoperiodo de 12 horas. As avaliacbes foram realizadas por meio
de contagens aos 05 e 10 dias apés semeadura. Na primeira contagem
contabilizou-se todas as sementes germinadas e que originaram plantulas
normais. Na segunda contagem, as plantulas foram classificadas em normais,
anormais e sementes ndo germinadas (duras e mortas). Os resultados foram
expressos em percentual (%).

Para determinar a incidéncia (%) de Sclerotinia sclerotiorum foram
utilizadas oito repeticbes de 25 sementes, totalizando uma amostra de 200
sementes (BRASIL, 2009b). O teste foi conduzido pelo método de “blotter test”,
em caixas “gerbox”, contendo duas folhas de papel mata-borrdo, umedecidas em
2,5 vezes 0 seu peso seco, e incubadas a 20 °C e fotoperiodo de 12 h, por 5
dias. As sementes foram analisadas com o auxilio de microscopio
estereoscopico e Otico, determinando-se o percentual (%) de incidéncia do
patdgeno nos tratamentos avaliados.

Emergéncia a campo: conduzido em casa de vegetacdo. As sementes
inoculadas com Sclerotinia sclerotiorum e submetidas aos tratamentos foram
semeadas em bandejas (200 células; 18 mL/célula) em quatro repeticées de 50
sementes cada e regadas sempre que necessario. A avaliacdo de plantulas
emergidas foi realizada aos quatorze (14) dias apos a semeadura, considerando-
se plantulas normais, cujo comprimento foi maior ou igual a 1,0 cm. Os
resultados foram expressos em percentual (%) de plantulas emergidas por
tratamento (MARCOS FILHO; KIKUTI, 2008).

Incidéncia de podriddo de Sclerotinia: ao término da avaliacdo de

emergéncia de plantulas, aos quatorze dias, foi quantificada a incidéncia de



19

podriddo de Sclerotinia em cada tratamento. Os dados foram expressos em
percentual (%) de plantulas doentes (MAZARO et al., 2009).

Analises bioquimicas: foram coletadas amostras de plantulas, apds a
finalizacdo do teste de emergéncia a campo, quando as plantulas alcancaram 14
dias de idade. As amostras foram coletadas em todos os tratamentos e
respectivas repeticoes, totalizando, aproximadamente, 0,5 g de material vegetal
por repeticdo. Apos a coleta, as plantulas foram acondicionadas em envelopes
de papel aluminio e armazenadas em ultrafreezer a - 80 °C até o momento de
realizacdo das analises.

Antes da realizacdo de cada analise, as amostras foram maceradas com
nitrogénio liquido até a obtencdo de um fino p6. Nessa etapa, procedeu-se a
adicdo de 0,1 g/amostra do reagente Dowex 1X8 chloride form (Sigma Aldrich
®), cuja finalidade era assegurar maior estabilidade as enzimas e proteinas ali
presentes, evitando sua degradacéo.

Determinacdo dos niveis de proteinas solluveis: a concentracdo de
proteinas foi mensurada pelo método Coomassie Blue (BRADFORD, 1976),
usando albumina sérica bovina (BSA) como padrdo. Para isso, 0,5 g de material
vegetal foi macerado em almofariz contendo nitrogénio liquido. Em seguida, a
0,5 g do macerado foi misturado 4 mL do tampéao de extracdo (tampé&o fostato
pH 7,5: 420 mL da solugdo A (35,61 g de K:HPO4 0,2 M em 1 L de agua
destilada); e 80 mL da solugéo B (27,6 g de KH2PO4 em 1 L de agua destilada),
e 500 mL de agua destilada. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
12.000 rpm, por 10 min. O sobrenadante foi retirado e, a ele, adicionou-se 2,5
mL de solucdo de Coomassie Blue. Apds 5 minutos, foi realizada a leitura
espectrofotométrica a 595 nm.

Extracdo e quantificacdo da Fenilalanina amoénia-liase (FAL):
aproximadamente 1,0 g de material vegetal foi macerado em almofariz
previamente gelado, com 6,0 mL do tamp&o de extracdo 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 acido cloridrico
2,0 N. A mistura foi centrifugada a 6000 x g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante
foi retirado e diluido antes da analise da atividade enzimatica e da determinacao

da proteina soluvel.
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A atividade da FAL foi avaliada com base na diferenca de absorbancia
resultante da conversao da fenilalanina em &cido trans-cinamico (RODRIGUES
et al., 2006). Nos tubos de ensaio foram pipetados 1,5 mL de cada extrato
enzimatico, acrescido de 1,0 mL do tamp&o de extracdo e 0,5 mL de fenilalanina
(49,6 mg/mL) na prova em "branco”. A mistura foi incubada a 40 °C por 1 h,
interrompendo-se a reacdo com banho de gelo e procedendo-se as leituras
espectrofotométricas a 290 nm.

Andlise estatistica: os dados obtidos foram submetidos & analise de
variancia e comparagao de médias pelo teste de Tukey (p < 0,05), com o auxilio
do software SISVAR versao 5.6 (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve diferenca estatistica entre os tempos de exposicdo das
sementes ao patdogeno e, desta forma, néo foi possivel ajustar uma curva entre
os tempos avaliados, por meio da analise de regresséao polinomial. O percentual
de germinacao, em todos eles, foi superior a 80%. A germinacdo média obtida
foi de 87,3% (Figura 3) Portanto, o tempo utilizado para a inoculacdo das
sementes de couve de bruxelas, tomando por base essa avaliacdo inicial, foi
aquele com o maior percentual, ou seja, apds 4 horas de exposicdo das
sementes ao patégeno, que assegurou 90% de germinacédo (Figura 3).

Deve-se levar em consideracdo para a escolha do melhor tempo de
exposicdo de sementes ao patdgeno, aquele que assegura um percentual
germinativo das sementes maior ou igual a 80% (TORTELLI et al., 2020). Isso

foi verificado por meio de teste de germinacgéo, para cada tempo de exposicao.
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Figura 3. Germinacao (%) de sementes de couve de bruxelas inoculadas com
Sclerotinia sclerotiorum, por meio de restricdo hidrica com manitol (-0,6 MPa),
em relacao a diferentes tempos de exposicao (horas) ao patogeno.

Os resultados de germinagcao ap0s a exposicao ao patdogeno e aplicacao
dos tratamentos de sementes sao apresentados na Tabela 1. Observou-se que
o melhor desempenho foi obtido em T6 (controle - alcool de cereais), porém néo
houve diferenca significativa em comparacéo ao T1, T2 e T5. Vieira et al. (2010)
apos realizarem testes na cultura do feijoeiro, utilizando papel germitest,
concluiram que a solucdo de EEP néo inibe a germinacdo, o que corrobora os
resultados observados no presente trabalho.

A pior resposta foi observada em T4 (acibenzolar-S-metil, ASM), diferindo
significativamente dos demais tratamentos. Segundo Soares e Maringoni (2002)
o tratamento de sementes de feijoeiro com ASM na dose de 2,5 g.i.a/100 kg de
semente teve efeito fitotoxico, o que resultou na reducdo dos indices
de germinacédo de sementes.

Na variavel emergéncia a campo (Tabela 1) o melhor desempenho foi
obtido em T5 (controle agua) e o tratamento que apresentou o pior indice foi T2
(EEP a 30%), destoando dos resultados observados na germinacdo das

sementes de couve de bruxelas.

Tabela 1. Germinagao (%), incidéncia emrolo de papel (%), emergéncia a campo
(%) e incidéncia em plantulas (%; aos 14 dias apds a semeadura), em couve de
bruxelas, cujas sementes foram submetidas ou ndo a exposi¢ao com Sclerotinia
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sclerotiorum e tratadas com: Saccharomyces cerevisiae (T1); extrato etandlico
de prépolis marrom (EEP) a 30% (T2); quitosana a 3% (T3); acibenzolar-S-metil
(T4); controle agua (T5); controle - alcool de cereais (T6); e controle - acido
acético (T7).

Germinacdo Incidéncia! Emergéncia® Incidéncial

Tratamento — S —
T1 82,5 ab? 15,0 a 52,0b 145a
T2 84,0 ab 6,5b 270c 6,5ab
T3 770b 2,0b 50,0 b 3,0b
T4 155¢ 35b 37,5 bc 3,5ab
T5 86,0 ab 50b 810a 50ab
T6 87,0a 15b 52,0b 10b
T7 0,0d 00b 0,0d 0,0b

Média 61,7 4,7 42,7 4.7

C.V. (%) 6,9 32,2 10,4 43,6

1 Transformagao Vx+1. 2 Médias seguidas pela mesma letra mindscula, na coluna, néo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). * Coeficiente de variacao.

O T7 (controle - acido acético) inibiu a germinacdo, tanto nos testes
conduzidos em laboratorio, quanto nos testes a campo em casa de vegetacao.
Por esse motivo, nao foi possivel quantificar as respostas de resisténcia induzida
em plantulas desse tratamento. Neves e Moraes (2005) também observaram
reducéo nos niveis de germinacao, desde a primeira contagem, com tratamentos
em sementes de arroz utilizando acido acético.

Segundo Pascholati (1999) os indutores de resisténcia podem causar
efeitos colaterais e afetar a fisiologia da planta, pois a ativacdo das vias de
defesa das plantas pode acarretar em perdas energéticas para as mesmas.

Em relacéo a incidéncia de Sclerotinia sclerotiorum, nos testes realizados
em laboratorio, o menor indice da doenca foi verificado em T6 (controle - élcool
de cereais), mesmo nao diferindo estatisticamente de T2, T3, T4 e T5. Segundo
Ritter (2018) o tempo de exposicao que a semente fica em contato com o EEP
(T2) interfere nos efeitos da solugdo para o controle de diversas doencgas. O
autor ainda salienta que quanto maior o tempo de exposi¢cdo da semente com a

solucdo, maior é o nivel de controle, mesmo com doses minimas do EEP. Tal
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fato pode justificar o resultado obtido no presente trabalho, haja vista que o élcool
de cereais 70% foi utilizado como veiculo para obtencéo do EEP.

Sendo assim, esse alcool também teria efeito no controle de Sclerotinia
sclerotiorum. Wuaden et al. (2018) também observaram a eficiéncia in vitro do
alcool de cereais 70% no controle de Botrytis cinerea. Os autores ressaltam que,
guando é realizada a autoclavagem desse alcool, ha reducao na efetividade de
controle que ele apresenta sobre o patdgeno.

Para Mazaro et al. (2009) a quitosana em concentracdo 2,5%
proporcionou uma menor incidéncia de tombamento em plantulas de beterraba
e tomate. Isto pode-se comparar com os resultados obtidos no presente trabalho
em que constatou-se que a quitosana (T3) destacou-se como um dos
tratamentos com a menor incidéncia do patégeno, tanto in vitro, quanto in vivo.

No presente trabalho, o pior controle do patégeno foi obtido em T1
(Saccharomyces cerevisiae). Tais resultados foram replicados quando se avaliou
a incidéncia do patdogeno em condi¢cdes de casa de vegetacdo (Tabela 1).
Contrariamente ao observado nesta pesquisa, Gouvea et al. (2009) ao avaliar o
efeito de preparacdes de Saccharomyces cerevisiae contra doencas do
morangueiro e a qualidade pos-colheita dos frutos, constataram uma reducéo de
incidéncia de mofo-cinzento em pds-colheita de frutos.

Com relacao as respostas bioquimicas de inducéo de resisténcia, para o
teor de proteinas totais, ndo houve efeito significativo na comparacéo entre os
tratamentos avaliados (Tabela 2). Porém, denota-se que os tratamentos controle
- com agua destilada (T5), controle - com alcool de cereais (T6) e quitosana 3%
(T3) apresentaram ligeiro acréscimo no teor de proteinas e, muito embora néo
tenham diferido, obtiveram uma média de 14,23 mg de proteina g* tecido. Além
disso, no indutor ASM (T4) percebeu-se a menor média de expressdo de
proteinas (13,27 mg de proteina g tecido).

Em funcdo de nao ter havido plantulas emergidas em T7 (4cido acético;
Tabela 1), ndo se pode realizar a coleta de amostra para essas analises.
Resultados semelhantes foram encontrados por Cruz (2016) o qual constatou
gue apos a imersdo de sementes de angico branco, por 2 minutos, nos
tratamentos &cido salicilico (2,0 mM), fenilalanina (2,0 mM), fosfito de potassio
(0,001%) e ASM (0,005%), visando o controle de Fusarium sp., nao

demonstraram efeito significativo sobre o teor de proteinas totais.
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Tabela 2. Teor de proteinas totais (mg/g de tecido) e expressdo da enzima
Fenilalanina amonia-liase (FAL; Uabs/min/mg de proteina) em plantulas (aos 15
dias apdés a semeadura), provenientes de sementes de couve de bruxelas
submetidas ou n&o a inoculagdo com Sclerotinia sclerotiorum e tratadas com:
Saccharomyces cerevisiae (T1); extrato etanolico de prépolis marrom (EEP) a
30% (T2); quitosana a 3% (T3); acibenzolar-S-metil (T4); controle agua (T5); e
controle - alcool de cereais (T6).

Tratamento Proteinas t_otais _ FAL
mg/g tecido Uabs/min/mg de proteina
T1 13,43 0,00155 b?
T2 12,78 0,00132 b
T3 14,01 0,00147 b
T4 13,27 0,00180 a
T5 14,22 0,00157 b
T6 14,46 0,00135b
Média 13,64 0,00155
C.V. (%)? 6,83 18,07

1 Médias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p < 0,05). 2 Coeficiente de variacdo. "™ N&o significativo.

A atividade da fenilalanina aménia-liase foi estimulada com a aplicacdo do
ASM (T4) o qual obteve a melhor resposta, uma vez que houve diferencas em
comparacdo aos resultados da testemunha. Os demais tratamentos nao
diferiram estatisticamente entre si. Danner et al. (2008) constataram que 0 uso
ASM como indutor de resisténcia aumentou a atividade da enzima fenilalanina
amonia-liase em plantulas de beterraba e tomate. Para Bertoncelli et al. (2014),
apos realizar o tratamento de sementes de soja com ASM, denotaram resultados
semelhantes aos obtidos no presente trabalho, para a atividade da FAL.

Guimaraes et al. (2015) observaram que a alta atividade da enzima
fenilalanina amonia-liase, esta relacionada com a biossintese de metabdlitos
ativos como fitoalexinas, fenais, ligninase e acido salicilico nos meios de defesa
da planta, que atuam contra estresses biéticos ou abiéticos.

Conforme os resultados demonstrados no presente trabalho, percebe-se
gue os tratamentos de semente utilizados para o controle de Sclerotinia
sclerotiorum em couve de bruxelas ndo expressaram melhorias no quesito
germinacao, assim como no controle do patégeno. No entanto, para proteina e
FAL, os resultados indicam que os indutores avaliados apresentam reduzida

acdo de inducéo de resisténcia quando aplicados em sementes de couve de
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bruxelas e, cujas plantulas, sédo coletadas 15 dias apés a semeadura (DAS). Isso
nao quer dizer que, se as plantulas fossem analisadas com um intervalo menor
de DAS, a expresséao de proteinas totais e FAL, os teores encontrados seriam
iguais aos obtidos. Isso indica uma possibilidade para estudos futuros, em que
ISSO possa ser averiguado.

Portanto, enfatiza-se que estudos e pesquisas continuem sendo
realizados, para que assim, cada vez mais, obtenha-se informacdes e resultados
sobre as melhores formas de controle de Sclerotinia sclerotiorum por meio de

métodos alternativos e ndo exclusivamente dependentes de controle quimico.

CONCLUSAO

Nas condi¢cdes em que o presente trabalho foi conduzido, pode-se concluir
que:

O tratamento de sementes, com indutores biotico e abidticos, ndo estimula
a germinacao e emergéncia de plantulas em ambas as condic¢des, in vitro e in
Vivo.

A incidéncia de Sclerotinia sclerotiorum nao € afetada pelo tratamento de
sementes com Acibenzolar-S-metil (ASM).

O tratamento com Saccharomyces cerevisiae (T1) ndo apresenta controle
do patégeno em sementes de couve de bruxelas.

O tratamento com acido acético (T7) inibe completamente a germinacao
de sementes de couve de bruxelas, tanto in vitro, quanto in vivo.

O tratamento T4 (ASM) estimula a atividade da FAL em plantulas de couve

de bruxelas, mesmo passados 15 dias ap6s a semeadura.
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