EFEITO DA QUITOSANA NA EMERGENCIA, DESENVOLVIMENTO INICIAL E
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RESUMO - A quitosana é um polimero que vem sendo testado na protec¢ao e indugao de resisténcia em frutos,
contra patégenos causadores de podriddes. O presente trabalho teve como objetivo principal testar o efeito
do tratamento de sementes de Acacia mearnsii com esse produto, bem como seu efeito no desenvolvimento
inicial e na caracterizagdo bioquimica das plantulas. Para tanto realizou-se este trabalho na Unepe de Silvicultura
e no Laboratério de Fitossanidade da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana — Campus Dois Vizinhos.
As sementes de Acacia mearnsii foram tratadas com diferentes concentragdes de quitosana (0; 0,25; 0,5; 1
e 2%) e plantadas em tubetes com o substrato contaminado com o fungo Rhizoctonia solani. Avaliou-se aos
22 dias ap6s a semeadura, a porcentagem de emergéncia, o indice de velocidade de emergéncia, a altura das
plantulas, o comprimento da radicula, a massa da matéria fresca, além das varidveis bioquimicas dos tecidos
foliares, o teor de proteinas totais e de compostos fendlicos e a atividade da enzima fenilalanina amdnia-
liase (FAL). Os resultados obtidos demonstraram que o uso de concentragdes de quitosana entre 0,6 e 0,9%
foram mais favoraveis a emergéncia e ao desenvolvimento das plantulas. Bioquimicamente, a quitosana demonstrou
capacidade de alteracao do teor de proteinas e da atividade da FAL, enzima a qual, esta no ponto de ramificacao
entre o metabolismo primdrio e o secundario, indicando a possibilidade de ter havido ativac@o do sistema
de defesa vegetal das plantulas, pelo tratamento das sementes com quitosana.
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EFFECT OF CHITOSAN IN EMERGENCY, INITIAL DEVELOPMENT AND
BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF Acacia mearnsii SEEDLINGS

ABSTRACT - Chitosan is a polymer that has been tested for production as well the induction of resistance
from fruits against pathogens that cause rots. The objective of this work was to test the effect of chitosan
treatments upon Acacia mearnsii seeds in relation to initial development and biochemical characterization
of seedlings. The present research was carried out in Silviculture Unepe and in the Plant Health Laboratory
at the Federal Technological University of Parand - Campus Dois Vizinhos. Acacia mearnsii seeds were treated
with different concentrations of chitosan (0; 0.25; 0.5; 1 and 2%) and grown in tubes with substrate contaminated
with Rhizoctonia solani. Twenty two days after sowing, the emergence percentage, the index of germination
speed, the seedling height, the radicule length, the fresh weight, and biochemical variables of leaf tissues,
the protein content and total phenolic compounds and the activity of the enzyme phenylalanine ammonia-
lyase (PAL) were evaluated. The results showed that concentrations of chitosan between 0.6 and 0.9 % were
more effective in promoting germination and seedling development. Biochemically, chitosan demonstrated
ability to change the protein content and activity of PAL, an enzyme which is the branching point between
primary and secondary metabolism, indicating the possibility of activation of the plant defense system by
seed treatment with chitosan.
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1.INTRODUCAO

A acdacia-negra (Acacia mearnsii De Wild.) é
considerada excelente espécie para florestamento,
devido ao seu rdpido crescimento e aproveitamento
integral da madeira (SANTOS et al., 2001). A madeira
desta arvore € utilizada para produgdo de celulose
e papel, aglomerados e energia, sendo a casca utilizada
para extracao de tanino (CALDEIRA et al., 2004).
Esta espécie € plantada principalmente por pequenos
produtores do Rio Grande do Sul, visando suprir
as empresas de base florestal desse Estado
(EMBRAPA, 2003).

Os florestamentos de A. mearnsii sdo feitos com
mudas produzidas em viveiros, que quando produzidas
por via seminal podem sofrer tombamento de plantulas
ou damping-off.

Diversas espécies de fungos podem destruir as
sementes, diminuir a germinagao e causar problemas
nas plantulas e doencas nas plantas (MARTINELLI-
SENEME et al., 2006). Entre os agentes causais mais
comuns de damping off estdo os fungos dos géneros
Pythium, Rhizoctonia e Phytophthora (BEDENDO,
2011). O fungo Rhizoctonia solani € anamorfo do
Basidiomiceto Thanatephorus (CUBETA; VILGALYS,
1997), sendo considerado parasita primitivo € ndo
especializado, capaz de causar podriddes de sementes
e tombamento de mudas em vdrias culturas e em
condicOes ambientais muito amplas (MICHEREFF et
al., 2005).

A quitosana € um amino polissacarideo derivado
da desacetilagdo da quitina, a qual se constitui na maior
parte dos exoesqueletos dos insetos, crustiaceos e da
parede celular dos fungos. Por ser um produto natural,
de baixo custo, renovavel, abundante e atéxico, tem
sido proposto como material potencialmente atraente
parausos diversos, inclusive na agricultura (AZEVEDO
etal., 2007).

Ciaetal. (2007) afirmaram que existem evidéncias
suficientes comprovando a eficiéncia da quitosana
no controle de doencgas origindrias de infecgdes
quiescentes em frutos. Aplicada em sementes de
beterraba e tomate, a quitosana teve eficiéncia no
controle do tombamento de plantulas causadas por
Rhizoctonia solani, além de induzir o sistema de
defesa da planta, pelo aumento da atividade da enzima
fenilalanina ammonia-liase (FAL) (MAZARO et al.,
2009). Entretanto, em sementes florestais,
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principalmente com Acacia mearnsii, SA0 escassos
os trabalhos na literatura que relatem o tratamento
das sementes com quitosana no controle do
tombamento de plantulas.

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo
principal estudar o efeito do tratamento das sementes
de A. mearnsii com diferentes concentracdes de
quitosana, na indugdo de resisténcia ao tombamento
e no desenvolvimento inicial das plantulas.

2. MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi realizada nos Laboratérios de
Fitossanidade e no Viveiro Florestal da UTFPR Campus
Dois Vizinhos.

Os tratamentos aplicados envolveram as
concentragdes de quitosana de 0; 0,25, 0,5;e 1,0 e 2,0%.
Utilizou-se quitosana pura, obtida em farmacia de
manipulagdo para o trabalho, a qual foi dissolvida em
4cido acético 1%, seguindo dilui¢do com dgua destilada
para obter as concentracgdes testadas. As sementes
foram imersas na solucdo de quitosana e, entdo, semeadas
em tubetes contendo o substrato composto por Plantmax
Florestal®.

Antes de receber as sementes, o substrato foi
previamente esterilizado em autoclave por 60 min a
120 oC e, entdo, inoculado com R. solani.

Os inéculos de R. solani foram preparados a partir
de isolados de culturas puras do Laboratério de
Fitossanidade e desenvolvidas em placas de Petri® de
9 cm de didmetro com tampa, contendo meio BDA. As
placas foram mantidas em estufa incubadora tipo B.O.D.
a 23 °C e fotoperiodo de 12 h. Discos dessa cultura
pura foram inoculados em sementes de sorgo previamente
autoclavadas, sendo mantidos em incubadora B.O.D.
Essas sementes de sorgo contaminadas com R. solani
foram utilizadas como veiculo contaminante ao substrato
esterilizado, na proporg¢édo de 10 g.kg™!'. O in6culo foi
incorporado ao substrato trés dias antes de receber
as sementes.

Tubetes de polipropileno com capacidade para
50 cm?3 receberam o substrato contaminado e foram
colocados em estufa no viveiro florestal. Cada
repeticao foi constituida por 25 tubetes, em que cada
um recebeu trés sementes tratadas ou ndo com
quitosana.
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As sementes utilizadas, oriundas de um pomar de
sementes do Municipio de Montenegro, RS, tiveram sua
dorméncia tegumentar quebrada por meio do método descrito
por Martins-Corder et al. (1999), através de imersdo em
4agua quente na temperatura de 80 °C por 5 min.

A irrigacdo na estufa do viveiro florestal foi realizada
através de aspersao, sendo feitas avaliagdes didrias
da umidade relativa e da temperatura do ar com o auxilio
de aparelho termo-higrometro. A umidade relativa do
ar para o experimento ficou em 58,1%, com desvio-
padrao de 18%, enquanto a temperatura ficou em média
29,6 °C, com desvio-padrio de 4,3 °C. Essas condig¢des,
de alta umidade e temperatura, de acordo com Alfenas
et al. (2009), sdo favordveis aos fungos causadores
de tombamento de mudas.

O experimento foi conduzido até 22 dias apds a
semeadura, e as primeiras plantulas de A. mearnsii
comecaram a emergir em sete dias.

As varidveis analisadas neste experimento foram:
indice de velocidade de emergéncia (IVE), emergéncia
(%), tombamento de pés-emergéncia (%), comprimento
do cauliculo e da radicula e massa de matéria fresca das
plantulas.

O indice de velocidade de emergéncia (IVE) foi
calculado até o oitavo dia apds o inicio da emergéncia
das plantulas, ou seja, 15 dia apds a semeadura, quando
a maior parte das plantulas havia emergido. O IVE
foi calculado segundo Popinigs (1977), descrito pela
formula: IVE=N /D +N,/D,+...+ N /D _,em que N
é igual ao nimero de plantulas emergidas no dia (1;
2;até n) e D o nimero de dias apds a semeadura.

A porcentagem de emergéncia das plantulas foi
avaliada ao término do experimento, calculando-se o
stand final de cada unidade experimental.

O percentual de tombamento de pds-emergéncia
das plantulas foi observado diariamente e calculado
com base no nimero de plantas emergentes por parcela.

O comprimento, em centimetros, do cauliculo e
da radicula foi avaliado ao término do experimento,
com utilizagdo de régua graduada.

A producao de massa de matéria fresca total (parte
aérea e raizes) das plantulas foi avaliada ao término
do experimento. As raizes foram lavadas e as plantulas,
pesadas em balanga de precisdo, sendo esta variavel
obtida por plantula.
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Para cada variavel bioquimica, coletaram-se trés
amostras de plantas por tratamento. A amostra constituiu-se
de 0,5 g, mesclada entre todas as partes do vegetal
(folhas, talo e raizes), as quais foram imediatamente
apos a coleta, enroladas em papel-aluminio e congeladas
em "freezer" a -20 °C até as avaliagdes.

Determinaram-se as variaveis bioquimicas: teor
de proteinas totais, atividade da fenilalanina amodnia-
liase (FAL) e teor de compostos fendlicos dos tecidos
vegetais.

Para avaliacao da concentracao de proteinas totais,
utilizou-se a adaptacdo do método descrito por Bradford
(1976). A determinacdo da atividade da fenilalanina
amoOnia-liase (FAL) foi determinada com base na
diferenca de absorbancia resultante da conversao
da fenilalanina em acido trans-cindmico (HYODO et
al., 1978) e em método de leitura descrito por Rodrigues
et al. (20006).

A quantificagdo dos compostos fendlicos totais
foi realizada em duas etapas, seguindo-se o método
adaptado de Bieleski e Turner (1966) para extragdo e
quantificacdo através da curva- padrao utilizando tirosina
(JENNINGS, 1981).

Os dados das variaveis foram submetidos a analise
estatistica, com o auxilio do software ASSISTAT 7.6 BETA.

Primeiramente, testou-se a normalidade dos dados
por meio do Teste de Liliefors e de homogeneidade
de variancias pelo teste de Bartlett. Os dados
coletados em porcentagem como a variavel
porcentagem de emergéncia ndo atenderam ao teste
de normalidade, sendo, assim, transformados em
arcosseno YV (x/100).

Os dados transformados e nao transformados foram
submetidos a andlise de varidncia a 5% de probabilidade
de erro.

Nas varidveis em que houve efeito significativo
para os tratamentos, utilizou-se como teste complementar
a analise de regressao, determinando, assim, modelos
matematicos para explicar o comportamento com as
concentracdes de quitosana aplicadas.

3. RESULTADOS

De acordo com a andlise de variancia da porcentagem
de emergéncia das plantulas de A. mearnsii e também
do I'VE (indice de velocidade de emergéncia), ndo houve
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efeito significativo das concentragdes de quitosana
aplicadas as sementes. A porcentagem de emergéncia
ficou na média de 41,7% em todo o experimento, € 0
IVE médio foi de 2,4. Contudo, o tratamento das sementes
de A. mearnsii com quitosana teve influéncia
significativa sobre a incidéncia de tombamento das
plantulas, mostrando a menor média (16,98 %) com
ouso de 0,79% de quitosana. Entretanto, na utilizagio
de concentragdes acima de 1,58% o damping-off foi
maior que no tratamento-testemunha (Figura 1).

Com relagdo a altura das plantulas e comprimento
daradicula de A. mearnsii, verificou-se efeito significativo
da aplicacdo de quitosana nas sementes (Figuras 2
e 3). Observou-se em ambas (Figuras 2 e 3) que a equagao
que melhor se ajustou para explicar a relacido entre
o tratamento das sementes de A. mearnsii para altura
das plantulas e comprimento da radicula, aos 15 dias
apo6s a emergéncia, foi a polinomial quadratica

A maior altura de plantulas de A. mearnsii (2,28 cm)
ocorreu com o uso de 0,88% de quitosana nas sementes
(Figura 2), ja para o comprimento da radicula se obteve
amaior média (11,60 cm), com ouso de 0,63% de quitosana
nas sementes (Figura 3).

A massa de matéria fresca das plantulas de A.
mearnsii 15 dias apds a emergéncia ndo foi influenciada
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Figura 1 - Incidéncia de damping-off em plantulas de A. mearnsii
oriundas de sementes tratadas com cinco concentragoes
de quitosana, UTFPR, Campus Dois Vizinhos, PR.
*Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade. Dados
transformados em arc sen y~/100.

Figure 1 — Damping-offincidence in A. mearnsii seedlings
from seeds treated with five concentrations of
chitosan, UTFPR, Campus Dois Vizinhos, PR.
*Significant at the level of 5%. Data transformed
into arc sin \"(x/100).
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Figura 2 — Altura de plantulas de A. mearnsii oriundas de
sementes tratadas com cinco concentracdes de
quitosana, aos quinze dias apds aemergéncia, UTFPR,
Campus Dois Vizinhos, PR. *Significativo ao nivel
de 5 % de probabilidade.

Figure 2 — Height of A. mearnsii seedlings from seeds treated
with Five concentrations of chitosan, the fifteenth
day after the emergence, UTFPR, Campus Dois
Vizinhos, PR. *Significant at 5 % level.
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Figura 3 — Comprimento da radicula de plantulas de A. mearnsii
oriundas de sementes tratadas com cinco
concentragdes de quitosana, aos quinze dias apds
aemergéncia, UTFPR, Campus Dois Vizinhos, PR.
*Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade.

Figure 3 — Height of A. mearnsii seedlings from seeds treated
with five concentrations of chitosan, on the fifteenth
day after the emergence, UTFPR, Campus Dois
Vizinhos, PR. *Significant at the level of 5%.

significativamente pelas concentracdes de quitosana
aplicadas nas sementes.

O teor de proteinas dos tecidos vegetais de A.
mearnsii foi influenciado pelas concentracdes de
quitosana aplicadas as sementes (Figura 4), obtendo-
se comportamento linear crescente com o aumento da
concentragdo do agente indutor.
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Para o teor da enzima fenilalanina amonia-liase
(FAL), houve influéncia significativa do uso de quitosana
nas sementes de A. mearnsii, obtendo-se comportamento
linear crescente com o aumento da concentragdo utilizada
(Figuras).
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Figura 4 — Teor de proteinas (mg g’ de tecido) de plantulas
de A. mearnsii, oriundas de sementes tratadas com
cinco concentragdes de quitosana, aos quinze dias
ap6s aemergéncia, UTFPR, Campus Dois Vizinhos,
PR. *Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade.

Figure 4 — Protein content (mg g of tissue) of A. mearnsii

seedlings from seeds treated with five concentrations
of chitosan, on the fifteenth day after emergence,
UTFPR, Campus Dois Vizinhos, PR. *Significant
at the level of 5%.
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Figura 5 —Teor de FAL (fenialanina amdnia-liase) de plantulas
A. mearnsii com as sementes tratadas com diferentes
concentracdes de quitosana, aos quinze dias apos
aemergéncia, UTFPR, Campus Dois Vizinhos,
PR. *Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade.

Figure 5 — PAL (phenylalanine ammonia-lyase) content of
A. mearnsii seedlings from seeds treated with five
concentrations of chitosan, on the fifteenth day
after emergence, UTFPR, Campus Dois Vizinhos,
PR. *Significant at the level of 5% level.
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Entretanto, o teor dos compostos fendlicos totais
nao foi alterado pela utiliza¢do do tratamento das sementes
com quitosana, pois na andlise de varidncia ndo houve
diferenca estatistica entre os tratamentos testados.

4. DISCUSSAO

A porcentagem de emergéncia obtida neste
experimento (41%) equivale a um valor bem abaixo do
obtido por Roversi et al. (2002), o qual foi de 81,0%
com imersao em dgua quente a 90 °C e também abaixo
de 84,0%, que € o resultado obtido por Martins-Corder
etal. (1999), com imersao em dgua quente a 80 °C.

A hipdtese mais provavel da baixa emergéncia neste
experimento € a de que a inoculagéo do substrato com
o micélio de R. solani atuou negativamente no indice
de emergéncia do experimento, causando tombamento
de pré-emergéncia nas plantulas. Martins-Corder e
Borges Junior (1999), estudando a desinfestacao e quebra
de dorméncia de A. mearnsii, explicaram que a principal
causa da auséncia de germinagido em sementes que
tiveram sua dorméncia quebrada foi a presenca de fungos
e bactérias nos propagulos.

Goulart (2002), estudando o efeito de diferentes
fungicidas no tratamento de sementes de algodoeiro
para controle de tombamento de plantulas causado
por R. solani, encontrou valores de damping-off
superiores aos encontrados neste trabalho, utilizando
as misturas de fungicidas: Carboxin+thiram+benomy!l
(30,2% de tombamento) e Thiram+thiabendazole
+difenoconazole (46,9%).

Observou-se que em concentragdes maiores que
1,58% a incidéncia de damping-off foi maior que no
tratamento-testemunha, o que pode ser explicado pelo
fato de nessas concentracoes ter provavelmente ocorrido
fitotoxidade as plantulas, o que diminuiu o crescimento
radicular e aumentou o tombamento das plantulas
(Figuras 1 e 3). Bedendo (2011) citou que plantulas
com menor vigor e menor crescimento radicular sdo
mais suscetiveis ao ataque de patégenos.

Campos et al. (2009) estudaram o efeito do tratamento
quimico de sementes de mamao visando ao controle
de tombamento de R. solani, em que observaram que
os tratamentos que reduziram ou atrasaram a emergéncia
foram os que apresentaram maior percentual de plantulas
mortas em pds-emergéncia. Esses autores explicaram
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que o motivo de maior percentual de damping-offé o
fato de que os tratamentos promoveram retardo ao escape
da doenga e da disponibilidade de tecido suscetivel ao
patégeno.

A maior média de altura deste experimento foi
obtida na concentragdo de 0,88% de quitosana (Figura 2),
enquanto Mazaro et al. (2009) encontraram maior altura
de plantulas de tomateiro, quando as sementes foram
tratadas com concentragdes acima de 2% de quitosana.

Mazaro et al. (2009) observaram que os tratamentos
nas sementes de beterraba e tomate utilizando as
concentragdes entre 2% e 4% foram as que
proporcionaram maior crescimento radicular,
principalmente por estarem relacionados com a redugdo
da incidéncia de tombamento das plantulas. Neste
trabalho, também houve correlagdo semelhante, pois
a concentragdo em que houve o menor percentual de
tombamento foi a de 0,79% de quitosana (Figura 1),
e o comprimento radicular foi maior na concentragao
de 0,63% de quitosana (Figura 3), ou seja, em faixas
muito préximas.

Bedendo (2011) afirmou que a promogao do rapido
desenvolvimento da plantula € uma medida de controle
do damping-off, pois possibilita maior absor¢ao de
dgua e nutrientes, além da maturagao dos tecidos
jovens, tornando-a mais resistente aos patégenos,
o que é observado neste trabalho, em que plantas
com maior altura e comprimento da radicula estdo
na faixa onde houve menor incidéncia da doenca.
Entretanto, Mazaro et al. (2009) encontraram influéncia
significativa na utiliza¢do do polimero, com ganho
de massa de matéria fresca em beterraba e tomate,
sendo no dltimo, quando as sementes foram tratadas
com concentra¢cdes acima de 2% de quitosana, o
resultado maior.

O trabalho de Mazaro et al. (2009) corrobora
os resultados obtidos de A. mearnsii, uma vez que
esses autores observaram que o uso da quitosana
em sementes de beterraba aumentou o teor proteico
das plantulas.

Mazaro et al. (2009) verificaram aumento da atividade
da FAL em plantulas de beterraba e tomate com as
sementes tratadas com quitosana, corroborando os
resultados obtidos neste trabalho, em que o tratamento
das sementes com esse produto aumentou a atividade
dessa enzima.
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Os maiores teores proteicos das plantulas podem
indicar que houve maior desenvolvimento delas pela
acdo da quitosana, entretanto se pode aceitar a hipdtese
de inducao de resisténcia, pois, de acordo com Pascholatti
(2011), proteinas-RP (proteinas relacionadas a
patogénese) podem ser produzidas por tecidos em
respostas a acao de agentes elicitores enddégenos e
exogenos, o que corrobora os resultados do experimento,
indicando que a quitosana pode ser indutor de A.
mearnsii.

Entretanto, a hip6tese de inducgao de resisténcia
ndo pode ser elucidada, pois o teor de fendis totais
nao foi afetado significativamente pela aplicacio de
quitosana nas sementes de A. mearnsii. De acordo
com Taiz e Zeiger (2004), a FAL esta situada em um
ponto de ramificagdo entre o metabolismo primario e
o secunddrio, e areacao que ela catalisa regula a formagao
de muitos compostos fendlicos.

5. CONCLUSOES

As concentracdes de quitosana entre 0,6% e 0,9%
sdo recomendadas para aplicac@o nas sementes de Acacia
mearnsii de forma a reduzir o tombamento e acelerar
o desenvolvimento inicial das plantulas..

A quitosana demonstra capacidade de alteracdo
do teor de proteinas dos tecidos vegetais da Acacia
mearnsii e da capacidade de ativacdo da enzima FAL.
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