MAZARO et al. Inducéo de resisténcia a doencas foliares e de flores em morangueiro por quitosana...

INDUCAO DE RESISTENCIA A DOENCAS FOLIARES E DE FLORES EM
MORANGUEIRO POR QUITOSANA E ACIBENZOLAR-S-METIL

INDUCTION OF RESISTANCE TO LEAF AND FLOWER DISEASES IN
STRAWBERRY PLANTS BY CHITOSAN AND ACIBENZOLAR-S-METHYL

Sérgio Miguel Mazaro'"; Cicero Deschamps?; Alfredo de Gouvea®; Idemir Citadin®; Américo Wagner Junior®.

RESUMO

A inducdo de resisténcia em plantas
a patogenos com a utilizagdo de indutores
esta sendo amplamente estudada
considerando a demanda por frutos mais
saudaveis aos consumidores. Assim sendo,
foi desenvolvido na Universidade Tecnoldgica
Federal do Parand — Campus Dois Vizinhos —
PR, um experimento com objetivo de avaliar
0os indutores de resisténcia quitosana e
Acibenzolar-S-Metil (ASM) sobre o]
desenvolvimento das doencas do
morangueiro mancha-de-micosferela
(Mycosphaerella  fragariae), mancha-de-
dendrofoma (Dendrophoma obscurans) e a
flor  preta  (Colletotrichum acutatum),
relacionando com a acdo bioquimica e a
resposta de defesa vegetal. O delineamento
experimental foi em blocos ao acaso com
qguatro repeticbes, contendo 16 plantas por
parcela. Foram avaliadas trés doses de
quitosana (0,5; 1,0 e 2,0%) e uma dose de
ASM (0,25 g L™) em relagdo a testemunha
(2dgua destilada) e o tratamento controle com
aplicagdo de fungicidas. O intervalo de
aplicagbes dos produtos foi de sete dias,
totalizando 15 aplicagBes no ciclo da cultura.
O uso dos indutores né&o interferiu na
produtividade e na massa média dos frutos.

Quitosana nas concentracdes de 1% e 2,0%
e ASM reduziram a mancha-de-micosferela e
a mancha-de-dendrofoma com eficiéncia
comparavel ao tratamento com fungicidas. O
uso dos indutores interferiu nos parametros
bioquimicos  foliares de  aminoacidos,
acucares totais e redutores e fendis totais
mantendo os  valores superiores a
testemunha.

Palavras-chave: Fragaria x ananassa Duch.,
proteinas PR, ASM, Benzothiadiazole,
Mycosphaerella fragariae, Dendrophoma
obscurans, Colletotrichum acutatum.

ABSTRACT

The induction of plant resistance
against pathogen by inductors has been
widely studied due to increasing demand for
safe fruit for consumer. This work was carried
out at Federal Technological University of
Parana State located at Dois Vizinhos - PR,
with the objective to evaluate the induction of
resistance by chitosan and Acibenzolar-S-
Methyl (ASM) on the disease development of
strawberry plants against mycosphaerella
blight (Mycosphaerella fragariae),
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dendrophoma blight (Dendrophoma
obscurans) and black flower rot
(Colletotrichum  acutatum). The  used
experimental design was a randomized block
with four replications containing 16 plants
each. The effect of the elicitor quitosana (0,5;
1,0 and 2.0%) and ASM (0,25g L™) were
evaluated in relation to control plants (destiled
water only) and fungicides application. The
intervals of products applications was seven
days, totalizing 15 applications. The use of
inductors did not affected the productivity or
fruits average fresh weight. Chitosan
treatment in the concentrations of 1% and 2%
and ASM presented similar results to
chemical control with  fungicides for
mycosphaerella blight and dendrophoma.
Plant treatment with inductors also increased
the concentration of amino acids total and
reducing sugars and total phenol compared to
control plants.

Key words: Fragaria x ananassa Duch., PR-
protein, elicitor, ASM, Benzothiadiazole,
Mycosphaerella fragariae, Dendrophoma
obscurans, Colletotrichum acutatum.

INTRODUCAO

A cultura do morangueiro
(Fragaria x ananassa Duch.) apresenta alta
suscetibilidade a diversas doencgas, e o clima
nas principais regiées produtoras é
extremamente favoravel ao desenvolvimento
da maioria dos patdgenos, que aliado ao
cultivo intensivo, auséncia de cultivares
resistentes e praticas culturais inadequadas
torna imprescindivel o uso de fungicidas
(COSTA et al., 2003). No entanto a crescente
preocupacdo mundial pela melhoria da
gualidade ambiental e dos padrbes de
producdo agricola, com  consequente
aumento da demanda por produtos
saudaveis, tem levado a busca de
informacbes por praticas agropecuarias
favoraveis a conservacdo e qualidade do

meio ambiente (CAMPANHOLA & BETTIOL,
2003). Neste contexto, vém se destacando
métodos de controle alternativos de doencgas,
através do uso de indutores ou elicitores, que
induzem a resisténcia das plantas aos
patégenos (SILVA, 2007; KUHN, 2007).

A inducdo de resisténcia pode ser
conceituada como um mecanismo de defesa
induzida por agentes bidticos ou abioticos ou
infeccdo localizada por patdgenos, que
confere protecdo a planta a um amplo
espectro de microorganismos (DURRANT &
DONG, 2004; MAZARO, 2007). A exemplo a
quitosana é um indutor abidtico organico,
obtida a partir da reagdo de desacetilagdo
parcial da quitina, substancia essa
encontrada em invertebrados marinhos,
insetos, fungos e levedura (MATHUR &
NARANG, 1990). O uso de quitosana na
agricultura estd tomando importancia pela
sua atividade elicitora sobre uma enorme
gama de patdégenos, sendo esse efeito
observado em morangueiro por diversos
pesquisadores (EL GHAOUTH et al., 1992;
REDDY et. al., 2000; DEVLIEGHERE et. al.,
2004, MAZARO, 2007).

O composto sintético acibenzolar-S-
metil (ASM) é um anélogo do &cido salicilico,
e tem sido amplamente estudado como
agente indutor de resisténcia(TERRY &
JOICE, 2004). Atua no acumulo de PRs-
proteinas, como quitinases, [3-1,3-glucanase,
peroxidases (INBAR et al., 1998).

Por mais que se conheca no meio
cientifico os efeitos indutores de quitosana e
ASM, os trabalhos em morangueiro sao
limitados, e esses indutores ndo chegam a
serem utilizados por produtores, seja pela
caréncia de informacOes cientificas que
justifiguem seu emprego ou pelo
desconhecimento de sua agao protetora.
Dessa forma, necessita-se trabalhos que
venham contribuir com informacbes que
relacionem o uso desses indutores com
respostas agronbmicas, bioquimicas e
fisiologicas, para que em um futuro préximo

144

R. Bras. Agrociéncia, Pelotas, v.18 n. 2-4, p.143-150, abr-jun, 2012.



MAZARO et al. Inducéo de resisténcia a doencas foliares e de flores em morangueiro por quitosana...

possa-se conhecer sua forma de acdo e
potencial de uso na cultura do morangueiro.

O objetivo desse trabalho foi de avaliar
0s indutores de resisténcia quitosana e
Acibenzolar-S-Metil (ASM) sobre o]
desenvolvimento das doencas do
morangueiro, mancha de micosfaerela
(Mycosphaerella fragariae), mancha de
dendrofoma (Dendrophoma obscurans) e flor
preta (Colletotrichum acutatum), relacionando
com a acdo bioquimica e a resposta de
defesa vegetal.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no ano de
2004, na Universidade Tecnologica Federal
do Parana (UTFPR), campus Dois Vizinhos —
PR, situada a 25° 42’ 52” S e 53° 03’ 94" W, a
519 metros acima do nivel do mar. O solo
local é do tipo Latossolo Vermelho
Distroférrico Tipico e o0 terreno apresenta
aproximadamente 3% de declividade média.

A cultivar de morango utilizada foi a
Aroma, com mudas procedentes do Chile e
importadas por empresa que comercializa
mudas de morango no Brasil, sendo o plantio
realizado no més de maio, no espacamento
de 30 x 30 cm entre plantas e quatro fileiras
por canteiro. O sistema de conducdo foi em
tunel baixo com fertirrigacdo com duas fileiras
de tubos gotejadores por canteiro e com
sistema de “mulching” plastico preto.

O delineamento experimental foi de
blocos ao acaso com 16 plantas por parcela e
guatro repeticdes. Os tratamentos incluiram a
quitosana nas concentracdes de 0,5; 1,0 e
2,0%, e ASM na dose de 0,25g L™ diluido em
agua destilada; os fungicidas recomendados
para a cultura (tiofanato-metilico - 49g
i.a./100L &gua; iprodione - 75¢g i.a/100L. agua
e folpete - 135g i.a.100L &gua) e a
testemunha (aplicacdo de agua destilada). A
quitosana foi dissolvida em acido acético 1%,
seguindo diluicho com &agua destilada para

obter as concentracdes testadas. A aplicacéo
dos tratamentos foi realizada em intervalos de
sete dias totalizando 15 aplica¢Ges durante o
ciclo da cultura.

As colheitas foram realizadas em
intervalo médio de trés dias, totalizando 42
colheitas no ciclo produtivo da cultura. Apos
cada colheita os frutos foram transportados
para o laboratério e entdo contados e
pesados em balanca de preciséo. A
produtividade média foi obtida somando-se a
massa dos frutos de todas as colheitas e
dividindo-se pelo numero de plantas da
parcela, e a massa média de fruto foi obtido
dividindo-se a massa total dos frutos pelo
namero total de frutos.

Para avaliacdo da incidéncia natural da
mancha-de-micosferela e mancha-de-
dendrofoma em cada data de amostragem, a
cada 20 dias, em um total de seis, foram
realizadas contagens do numero de folha
com sintomas das doencgas, considerando-se
as quatro plantas centrais de cada parcela, e
a incidéncia definida pelo percentual de
folhas atacadas em relacéo ao total de folhas
das plantas avaliadas. Com base nos dados
obtidos foi determinada a é&rea abaixo da
curva de progresso da doenca através da
seguinte formula: AACPD = Z[(I; + li+1)/2.(Tis1-
T)], Ii = incidéncia na época da avaliagédo i e
T, = idade da planta na época da avaliacao i.

Para mancha-de-micosferela além da
incidéncia foi realizada avaliacdo da
severidade, sendo que em cada uma das
plantas avaliadas foram marcadas duas
folhas e nestas foi determinado o nUmero e o
tamanho das lesbes. O tamanho das lesbes
foi obtido com auxilio de um paquimetro. Com
base no didmetro da lesdo foi estimada a
area meédia da lesdo. A érea total lesionada
foi obtida multiplicando-se a area meédia das
lesbes pelo numero de lesdes por folha. A
severidade, dada pela percentagem de area
foliar lesionada, foi determinada com base na
relacdo entre a é&rea foliar média e area
lesionada de cada tratamento em cada época
de avaliacdo. Tal metodologia foi adotada
para avaliacdo da severidade devido a
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auséncia de uma escala diagramatica que
pudesse ser utilizada no experimento. A area
sob a curva de progresso da doenca foi
determinada pela seguinte formula: AACPD =
2[(Si + Sik1)/2.(Tix1-T))], onde S; = severidade
da doenca na época da avaliagéo i; T; = idade
da planta na época da avaliacao i.

Para avaliacdo natural da antracnose,
cujo sintoma é conhecido como flor preta,
causada por Colletotrichum acutatum foi
efetuada a avaliacAo da incidéncia de
sintomas tipicos do ataque do patégeno,
caracterizado pela necrose do peciolo, das
flores e frutos jovens, deformagfes em frutos
verdes e manchas deprimidas nos frutos
maduros (TANAKA & PASSOS, 2002).

Para as analises bioguimicas em
tecidos foliares (proteinas totais,
aminoacidos, fendis totais, acucares totais e
redutores), discos foliares foram coletados
24, 72, 120 e 168 h apods a aplicacdo dos
indutores. Imediatamente apds as coletas as
amostras foram congeladas em nitrogénio
liguido e armazenadas em “freezer”, na
temperatura de -20°C até as avaliaces.

Para dosagem de proteinas totais as
amostras de tecido foram colocadas em 10
mL de tampédo fosfato 0,2 M (pH 7,5) e
maceradas em almofariz de porcelana. A
seguir, o material foi centrifugado (14.000 g. /
10 min a 4C) e o sobrenadante coletado.
Para quantificacdo do conteludo total de
proteinas nas amostras foi empregado o teste
de BRADFORD (1976).

Para determinacdo de aminoacidos as
amostras foram maceradas em almofariz
contendo 5 mL de &cido sulfosalicilico e
centrifugadas por 15 minutos a 3.600 g.
Utilizando-se 2 mL do extrato e adicionando-
se 2 mL de acido acético + 2 mL de ninidrina
acida, deixou-se em banho-maria por 1 hora
a 100°C.; ap0s as amostras foram resfriadas
em banho de gelo. A leitura das amostras
dos padrdes foi realizada colorimetricamente

a 520 nm. A curva padrdo foi obtida com
prolina (100ug/mL).

A guantificacdo dos compostos
fendlicos totais foi realizada em duas fases,
seguindo o meétodo BIELESKI & TURNER
(1966) e adaptado por JENNINGS (1991).

Acucares  solaveis totais  foram
determinados pelo método fenol-sulfurico
descrito por DUBOIS et al. (1956) e acUcares
redutores pelo método do dinitrosalicilato
(MILLER, 1959).

Os resultados obtidos foram
submetidos a analise de variancia e a
comparacdo de médias pelo Teste Tukey
(P=0.05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As aplicacdes dos indutores quitosana
e ASM ndo interferiram sobre a massa média
dos frutos e produtividade, ndo havendo
diferencas entre os tratamentos (Tabela 1).
Isso demonstra que os indutores nas doses e
frequéncia de aplicagbes avaliadas nao
comprometeram a produtividade com perdas
metabdlicas, fato possivel quando se faz uso
de indutores de resisténcia, devido a desvios
de rotas metabdlicas para sintese de
compostos de defesa (HEIL & BOSTOCK
2002).

Na avaliacao da mancha-de-
micosferela as areas abaixo das curvas de
progresso da doenca (AACPD), tanto para
incidéncia como para severidade, e AACPD
para incidéncia de mancha-de-dendrofoma
foram menores quando se utilizou quitosana
nas concentracoes de 1,0% e 2,0% e ASM,
nao diferindo do tratamento com fungicidas
(Tabela 1). A testemunha apresentou o0s
maiores valores de AACPD, diferindo de
todos os tratamentos. Essa acao dos
indutores sobre as doencas provavelmente
esteja relacionado a producédo de compostos
metabdlicos relacionados a patogenicidade,
como enzimas quitinases e [3-1,3-glucanase.
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Tabela 1. Massa média, produtividade (g.) e area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) da incidéncia de dendrofoma e de micosferela e severidade de micosferela de plantas
de morangueiro cultivar Aroma néo tratadas e em plantas tratadas com elicitores e fungicidas.

Dois Vizinhos, PR, 2004.

Tratamentos Massa média Produtividade AACPD
@) (g/ planta) Incidéncia Incidéncia Micosferela Severidade de
Dendrofoma Micosferela
Testemunha 11,85 a* 554,04a 1032,6a 5095,9a 273,6a
Fungicidas 11,66 a 571,29a 623,1c 1373,4c 33,0c
ASM 11,87 a 550,03a 659,5bc 2294,0bc 86,3bc
Quitosana 0,5% 11,46 a 563,69a 856,0b 2633,2b 93,5b
Quitosana 1,0% 11,78 a 556,77a 674,0bc 2037,8bc 62,0bc
Quitosana 2,0% 11,69 a 598,12a 749,6bc 2260,8bc 63,5bc
C.V. 9,43 12,45 19,52 16,80 36,40

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, néo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p=0,05).

Na avaliacdo de antracnose no peciolo
foliar, flor e fruto, ndo se observou diferencas
estatisticas entre os tratamentos, sendo que
a incidéncia variou de 3,17% a 7,37% para o
peciolo, de 5,7% a 6,8% para a flor e de 3,0 a
5,1% para os frutos.

Para variaveis bioquimicas o uso dos
indutores quitosana (1%) e ASM interferiu nos
parametros  bioquimicos  foliares  das
macromoléculas de aminoacidos, acgUcares
totais e redutores, mantendo os valores das
médias de algumas avaliacdes superiores a
testemunha (Tabela 2). A elevagdo dos
teores de aminoéacidos, acUcares redutores
(glicose, manose e frutose) e acucares totais
(redutores e sacarose) pode estar
relacionada ao aumento da atividade
metabodlica das plantas induzidas, pois os
ciclos metabdlicos estdo integrados e o
processo de inducdo de compostos do
metabolismo secundario pode afetar o
metabolismo primario, como a glicolise,
pentose fosfato ou ciclo do &acido citrico (TAIZ
& ZAIGER, 2004).

KUHN (2007), trabalhando com o
indutor de resisténcia ASM em feijoeiro
obteve alteracdo nos niveis de proteinas
totais e acUcares redutores, sugerindo que a
elevacdo dos niveis de proteinas esteja
relacionado a sintese de proteinas

relacionadas a patogénese, além de outras
proteinas de defesa vegetal. Segundo o
autor, a elevacdo dos niveis de acUcares
redutores pode ser evidéncia da inversao no
processo de armazenamento, visto que, para
a planta manter um nivel respiratério mais
elevado ha necessidade de acglcares simples
disponiveis.

Os indutores quitosana e ASM
induziram a producdo de compostos fendlicos
0 qual pode ser observado nas avaliacdes de
fendis totais (Tabela 2), sendo que o acumulo
ocorreu nas primeiras 72 horas apos a
aplicagéo dos indutores. Entre os compostos
fenodlicos com acdo antimicrobiana destaca-
se a lignina e os flavondides; dentre os
flavondides os isoflavonoides tem se tornado
conhecidos pela sua acdo como fitoalexinas
(TAIZ & ZEIGER, 2004).

A associacao dos fungicidas utilizados
mostrou-se eficiente no controle de mancha-
de-micosferela e dendrophoma (Tabela 1), no
entanto, nas condi¢bes que foi conduzido o
experimento a incidéncia e severidade de
doencas foi de modo geral baixa, n&o
refletindo em perda de produtividade por
reducdo da éarea fotossintética. Os dados de
produtividade ficaram dentro da normalidade
para as condi¢fes de cultivo na regido, sendo
a média dos tratamentos de 565g por planta.

147

R. Bras. Agrociéncia, Pelotas, v.18 n. 2-4, p.143-150, abr-jun, 2012.



MAZARO et al. Inducéo de resisténcia a doencas foliares e de flores em morangueiro por quitosana...

Nesse sentido, novos estudos que estabelecimento das doencas, poderédo
contemplem diferentes condi¢cdes de cultivo, complementar os resultados obtidos nesse
bem como, exposicdo a uma maior pressao trabalho.

de patdgenos sob condi¢cbes favoraveis ao

Tabela 2- Concentragdo de proteinas (mg/g tecido) aminoacidos (mg/g tecido), acUcares totais e

redutores (mg/g tecido) e fendis totais (mg./g tecido) presentes nos extratos foliares de plantas

de morangueiro da cultivar Aroma néo tratadas e em plantas tratadas com elicitores e fungicidas,
| apos 24, 72, 120 e 168 horas da aplicacédo dos tratamentos. Dois Vizinhos, PR, 2004.

Tratamentos Avalia¢des Bioquimicas

24 horas 72 horas 120 horas 168 horas Média
Proteinas totais (mg/g tecido)
Testemunha 66,9 a* 69,8 a 76,3 a 72,2a 71,3a
Fungicidas 72,3a 74,7 a 79,4 a 71,7a 74,5a
ASM 70,4 a 83,3a 77,6 a 739a 76,3a
Quitosana 1,0% 68,8 a 773 a 75,7 a 720a 73,4a
C.V. 7,6 9,2 3,4 75 6,9
Aminoacidos (mg/g tecido)
Testemunha 0,155 b 0,178 ¢ 0,180 a 0,187 a 0,175b
Fungicidas 0,146 b 0,211 ab 0,205 a 0,211 a 0,193a
ASM 0,146 b 0,245 a 0,196 a 0,178 a 0,191a
Quitosana 1,0% 0,180 a 0,220 ab 0,213 a 0,195 a 0,202a
C.V. 14,76 10,94 28,97 18,04 18,63
Aclcares totais (mg/g tecido)
Testemunha 1,67b 3,67c 9,58b 2761la 10,63b
Fungicidas 4,57 ab 4,17 bc 16,69 ab 26,91a 13,08ab
ASM 5,07 a 10,98 b 13,29ab 24,70 a 13,51ab
Quitosana 1,0% 578 a 13,89 ab 19,20 a 32,62 a 17,87a
C.V. 36,48 34,0 28,08 23,93 27,26
Aclcares redutores  (mg/g tecido)
Testemunha 0,024a 0,034 ¢ 0,047 a 0,081 a 0,046b
Fungicidas 0,031 a 0,042 b 0,052 a 0,094 a 0,054a
ASM 0,039 a 0,049 a 0,055 a 0,088 a 0,057a
Quitosana 1,0% 0,033 a 0,048 a 0,051 a 0,097 a 0,057a
C.Vv. 22,26 6,29 15,32 11,96 13,17
Fendis totais (mg/g tecido)
Testemunha 30b 3,3b 32a 2,7a 3,05b
Fungicidas 3,4 ab 4,4 a 3,7a 28a 3,57a
ASM 36a 45a 33a 29a 3,57a
Quitosana 1,0% 35a 44 a 3,3a 28a 3,50a
C.V. 6,45 7,59 10,75 13,74 10,16

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, néo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p=0,05).

Curiosamente, o tratamento com (Tabela 2). Isso possivelmente se deve ao
fungicidas induziu a formacdo de compostos fato dos fungicidas empregados possuirem
metabodlicos como acumulo de fendis totais, além de atividade antifingica, algum efeito de
comparavel ao tratamento com os indutores inducéo de resisténcia. Esse efeito indutor de
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fungicidas ja foi observado em trabalho
desenvolvido por ANTONIAZZI (2005), o qual
obteve alteracdes em [3-1,3-glucanase com o
uso dos fungicidas epoxiconazole +
pyraclostrobin no cultivo da cevada.

CONCLUSAO

Quitosana nas concentracdes de 1% e
2,0% e ASM atuam positivamente sobre a
reducdo da mancha-de-micosferela e
mancha-de-dendrophoma em morangueiro,
com eficiéncia comparavel ao tratamento com
fungicidas;

Os indutores quitosana e ASM
interferem nas caracteristicas bioquimicas
foliares com alteracdo no metabolismo
primario.
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