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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

LETiCIA RODRIGUES 2*, EDUARDA MAIA PASSAGLIA3, TATIANA KUCIAK?,
DAIANI BRANDLER*, VANESSA NEUMANN SILVAS, PAOLA MENDES
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1 Introduciao

A couve de bruxelas (Brassica oleracea L. var. gemmifera), é uma brassica rica em
nutrientes (LUENGO et al. 2011). A cultura é suscetivel a podriddao de Sclerotinia, causada
pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary (DERBYSHIRE; DENTON, 2016). A
doenga pode ser transmitida por sementes infectadas, entdo torna-se importante o tratamento
destas, para evitar a disseminagao do patégeno (ALMEIDA et al., 2005). O uso de indutores
de resisténcia, tanto bidticos quanto abioticos, pode ser uma opcdo para o manejo dessa
doenca, visto que ja ha eficiéncia comprovada em outros patossistemas (GURGEL et al.,

2014).

2 Objetivos
Verificar a eficiéncia de indutores de resisténcia biotico e abidticos sobre a qualidade
fisiologica e incidéncia de podridao de Sclerotinia em sementes de couve de bruxelas e

quantificar as respostas de resisténcia proporcionadas pelos tratamentos em plantulas.

3 Metodologia
O trabalho foi realizado no Laboratério de Fitopatologia e em casa de vegetacdao na
Universidade Federal da Fronteira Sul — Campus Erechim (RS), em delineamento

experimental inteiramente casualizado, com o nimero de repeticdes especificado para cada
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teste. Foram utilizadas sementes de couve de bruxelas, sem tratamento quimico, com 89% de
germinagao.

As sementes de couve de bruxelas foram inoculadas com um isolado de Sclerotinia
sclerotiorum por meio da técnica de restri¢do hidrica com manitol (CsH140¢) como restritor
osmotico. O patdgeno foi cultivado em placas de Petri com meio de cultura batata-dextrose-
agar (BDA), suplementado com manitol, assegurando um potencial hidrico de -0,6 MPa
(TORTELLI et al., 2020).

Apo6s sete dias de incubagdo (BOD a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas), as
sementes previamente submetidas a assepsia, foram distribuidas em camada tnica sobre o
meio BDA com manitol, contendo o patdgeno. As sementes foram incubadas a 25 + 2 °C e
fotoperiodo de 12 horas, permanecendo em contato direto com S. sclerotiorum por 4 horas
(conforme teste piloto) e, apoés, foram removidas do meio de cultura, permanecendo sob
temperatura ambiente para secagem durante 24 horas.

Em seguida, as sementes foram tratadas com: T1) suspensdo de Saccharomyces
cerevisiae (2,0 mL kg semente); T2) Extrato etandlico de prépolis (EEP) marrom (2,5 mL
kg semente); T3) Quitosana (2,0 mL kg! semente); T4) Acibenzolar-S-metil (0,4 g p.c. kg™
semente); T5) Controle agua (2,0 mL kg™' semente); T6) Controle alcool de cereais 70% (2,5
mL kg! semente); e T7) Controle acido acético (2,0 mL kg semente). Apés tratadas, as
sementes ficaram sob temperatura ambiente por 24 horas para secagem. Foram realizados os
seguintes testes:

Germinacdo de sementes e incidéncia de S. sclerotiorum: conduzido com oito
repeticOes de 25 sementes (BRASIL, 2009), em caixas tipo ‘gerbox’. Apos a semeadura, as
caixas foram dispostas em incubadora BOD a 20 + 2 °C, com fotoperiodo de 12 horas. As
avaliacoes foram realizadas por meio de contagens aos 5 e 10 dias ap6s semeadura. A
incidéncia (%) de Sclerotinia sclerotiorum em cada tratamento foi determinada pelo método
de “blotter test”, em caixas “gerbox”. As sementes foram incubadas por 5 dias (20 °C e
fotoperiodo de 12 h), quando se determinou o percentual (%) de incidéncia do patogeno.

Emergéncia a campo: em casa de vegetacdo, realizou-se a semeadura em bandejas
(200 células; 18 mL/célula) em quatro repeticoes de 50 sementes. A avaliacao de plantulas
emergidas (%) foi realizada aos 14 dias ap6s a semeadura, quando também quantificou-se a

incidéncia (%) de podridao de Sclerotinia em plantulas por tratamento.
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Inducdo de fitoalexinas em mesocoétilos de sorgo: considerado uma importante
referéncia em ensaios de inducdo de resisténcia, a quantificacdo da fitoalexina
deoxiantocianidina em sorgo foi realizada conforme metodologia adaptada de Baldin et al
(2013), com trés repeticdes por tratamento.

Proteinas soltiveis e Fenilalanina amonia-liase (FAL): amostras de plantulas
provenientes de cada tratamento foram maceradas em nitrogénio liquido e mantidas a -80°C
até o momento das andlises. A seguir, a concentracdo de proteinas foi mensurada pelo método
Coomassie Blue (BRADFORD, 1976), e a leitura foi realizada em espectrofotometro a 590
nm. A atividade da FAL foi avaliada conforme descrito por RODRIGUES et al. (2006).

Andlise estatistica: os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia e
comparacao de médias pelo teste de Tukey (p < 0,05), com o auxilio do software SISVAR
versdo 5.6 (FERREIRA, 2011).

4 Resultados e Discussao

Para a emergéncia 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 germinacao das sementes de couve de bruxelas (Tabela 1). O acido acético
(T7) inibiu a germinacdo em ambos os testes, ndo sendo possivel quantificar, posteriormente,
as respostas de resisténcia induzida em plantulas desse tratamento.

Para a incidéncia de Sclerotinia sclerotiorum, em laboratério, o menor indice da
doenca foi verificado em T6 (controle - alcool de cereais), mesmo ndo diferindo
estatisticamente de T2, T3, T4 e T5. J& o pior controle do patégeno foi obtido em T1
(Saccharomyces cerevisiae). Tais resultados foram replicados em casa de vegetacdo (Tabela
1).

Nao houve diferenca significativa para a fitoalexina deoxiantocianidina, embora um
discreto aumento tenha sido obtido em T3 (quitosana 3%), T1 (S. cerevisiae) e T4
(Acibenzolar-S-metil). O teor de proteinas totais também ndo diferiu, embora denote-se que
nos controles com agua destilada (T5), alcool de cereais (T6) e quitosana 3% (T3) houve
ligeiro acréscimo, com média de 14,23 mg de proteina g-!' tecido. A atividade da FAL foi
estimulada com a aplicacdo do ASM (T4) o qual obteve a melhor resposta, uma vez que

houve diferencas em comparagao aos resultados da testemunha (Tabela 2).
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Tabela 1. Germinacdo (%), incidéncia em rolo de papel (%), emergéncia a campo (%) e
incidéncia em plantulas (%; aos 14 dias apos a semeadura), em couve de bruxelas, cujas
sementes foram submetidas ou ndo a exposicdo com Sclerotinia sclerotiorum e tratadas com:
Saccharomyces cerevisiae (T1); extrato etandlico de propolis marrom (EEP) a 30% (T2);
quitosana a 3% (T3); acibenzolar-S-metil (T4); controle dgua (TS5); controle - alcool de
cereais (T6); e controle - 4cido acético (T7).

b Germinacio  Incidéncia! Emergéncia’ Incidéncia
%

T1 82,5 ab’ 150a 520b 145a
T2 84,0ab 6,5b 270¢ 6,5 ab
T3 77,0b 2,0b 500b 30b
T4 155¢ 35b 37,5 be 3,5ab
TS5 86,0ab 5,0b §10a 5,0 ab
Té6 87.0a 15b 520b 10b
: B 0,0d 0,0b 0,0d 00b

Meédia 61,7 4,7 42,7 47

CV. (%) 6,9 32,2 104 43,6

! Transformagiio vi+1_2 Médias seguidas pela mesma letra miniscula, na coluna, nio diferem entre s pelo
teste de Tukey (p =0,05). ? Cosficiente de variagio.

Tabela 2. Indu¢do da fitoalexina deoxiantocianidina (Abs 480 nm) por grama de peso fresco
(g p.f) em mesocotilos estiolados de sorgo, teor de proteinas totais (mg/g de tecido) e
expressdo da enzima Fenilalanina amonia-liase (FAL; Uabs/min/mg de proteina) em plantulas
(15 dias apos a semeadura), provenientes de sementes de couve de bruxelas submetidas ou
ndo a inoculagdo com Sclerotinia sclerotiorum e tratadas com: Saccharomyces cerevisiae
(T1); extrato etanolico de propolis marrom (EEP) a 30% (T2); quitosana a 3% (T3);
acibenzolar-S-metil (T4); controle agua (T5); e controle - 4lcool de cereais (T6).

Deoxiantocianidina Proteinas totais FAL
Tratamento Abs 480 nm/g p.f: mg/g tecido bawmu:’mg de
proteina
T1 0,2173™ 13,43 0,00155 b*
T2 0.1556 12,78 0,00132b
T3 0,2463 14,01 0,00147 b
T4 0,2006 13,27 0,00180a
T5 0.1576 14,22 0,00157 b
T6 0.1673 14,46 0,00135b
Meédia 0,1938 13.64 0,00155
C.V. (%) 38,5 6.83 18,07

! Médias seguidas pela mesma letra mintiscula na coluna ndo diferem entre s pelo teste de Tukey (p =
0,03). 2 Coeficiente de variagio. ** Nio significativo.

5 Conclusio

Os indutores avaliados ndo estimulam a germinacdo e a emergéncia de plantulas e ndo
asseguram reducao de incidéncia do patégeno em relacdo aos controles agua, alcool de cereais
e acido acético. O indutor referéncia Acibenzolar-S-metil estimula a atividade da FAL em

plantulas de couve de bruxelas, mesmo apés 15 dias da semeadura. As doses utilizadas para
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Saccharomyces cerevisiae e para o EPP nao conferem resposta de resisténcia induzida em

couve de bruxelas contra Sclerotinia sclerotiorum.
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