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RESUMO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz), é uma planta dicotiledénea, arbustiva, de
crescimento perene e pertencente a familia Euphorbiaceae, apresenta caracteristica de
consumo familiar e sua producdo nacional se concentra cerca de 37% na regido Nordeste,
onde é voltada para a producéo artesanal de farinha. Entre os principais fungos causadores
de podriddes em mandioca, se destaca o Scytalidium lignicola, que pode ser controlado
através da inducdo de resisténcia pelo o uso de produtos bi6ticos ou abidticos. As enzimas
envolvidas nos mecanismos de defesa das plantas contra fitopatdgenos envolvemalteracbes
metabdlicas que estdo correlacionadas com mudancas nas suas atividades, como nos
metabolismos primario e secundario. O objetivo do presente estudo foi avaliar o
desenvolvimento da podriddo radicular da mandioca causada por Scytalidium lignicola, ap6s
a aplicacdo de indutores de resisténcia abioticos nas plantas verificando a influéncia das
atividades enzimaticas e fisioldgicas. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Unidade Académica de Garanhuns. Foi
utilizado o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), distribuido em esquema fatorial
(5x4), sendo cinco tratamentos: Acido Salicilico; quitosana; 4cido amino butirico (BABA);
acibenzolar-S-metil (BION®) e &agua destilada como tratamento controle, com quatro
periodos de coleta e trés repeticdes. Foi avaliada a Severidade da podriddo radicular da
mandioca na parte aerea e raiz em uma escala de porcentagem de 0-100% de sintomas, assim
como 0s parametros bioquimicos com as principais enzimas oxidativas catalase;
polifenoloxidase; peroxidase; p-1,3-glucanase; protease; fenilalanina aménia liase e proteina
total e os parametros fisiologicos, como: condutancia estomatica; clorofila a,b e total; massa
fresca da parte aérea; massa fresca da raiz; massa seca da parte aérea; massa seca da raiz;
didametro do caule; altura da planta; nimero de folhas por planta; area foliar; nUmero de
raizes por planta e comprimento da raiz. Os resultados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) comparado com o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (p <
0,05), empregando o software estatistico Sisvar. O tempo de estresse patogénico influenciou
0s mecanismos bioquimicos e fisiologicos para as plantas aos noventa dias afetado pela
severidade da podriddo radicular através do fungo patogénico Scytalidium lignicola.
Constatou-se uma reducdo na severidade dos sintomas da podriddo radicular da mandioca
avaliada na raiz e parte aérea das plantas quando sdo tratadas com indutores de resisténcia
abidticos acibenzolar-S-metil (BION).

Palavras-chave: Podriddo radicular, Scytalidium lignicola, enzimas oxidativas,
desenvolvimento vegetativo.



ABSTRACT

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is a cultivated dicotyledonous plant with perennial
growth and belongs to the family Euphorbiaceae. It has a characteristic of family
consumption and its national production is concentrated around 37% in the Northeast, where
it is focused on artisanal production of flour Among the main fungi causing deteriotation in
cassava plants, stands out Scytalidium lignicola, which can be controlled by the induction of
resistance by the use of biotic or abiotic products. The enzymes involved in plant defense
mechanisms against phytopathogens involve metabolic alterations that are correlated with
changes in their activities, such as in primary and secondary metabolisms. The objective of
the present study was to evaluate the development of root rot of cassava caused by
Scytalidium lignicola after the application of abiotic resistance inducers in plants, verifying
the influence of enzymatic and physiological activities. The experiment was conducted in a
greenhouse at the Federal Rural University of Pernambuco, Garanhuns Academic Unit. A
completely randomized design (CRD) was used, distributed in a factorial scheme (5x4), with
five treatments: Salicylic Acid; Chitosan; Amino butyric acid (BABA); Acibenzolar-S-
methyl (Bion®) and distilled water as a control treatment, with four collection periods and
three replicates. The severity of root rot of cassava in the aerial part and root was evaluated
in a percentage scale of 0-100% of symptoms, as well as the biochemical parameters with
the main catalase oxidative enzymes; polyphenoloxidase; peroxidase; B-1,3 glucanase;
protease; phenylalanine ammonia lyase and total protein and the physiological parameters,
such as: stomatal conductance; chlorophyll a, b and total; fresh mass of aerial parte; fresh
root mass; dry mass of aerial parte; root dry mass; stem diameter; plant height; number of
leaves per plant; leaf area; number of roots per plant and root length. The results were
submitted to analysis of variance (ANOVA) compared to the Tukey test at the 5% probability
level (p <0.05), using statistical software Sisvar. The results were submitted to analysis of
variance (ANOVA) compared to the Tukey test at the 5% probability level (p

<0.05), using statistical software Sisvar. The pathogenic stress time influenced the
biochemical and physiological mechanisms for plants at ninety days affected by the severity
of root rot through the pathogenic fungus Scytalidium lignicola. A reduction in the severity
of root rot symptoms of cassava evaluated in root and aerial parts of plants when treated with
acibenzolar-S-methyl (BION) abiotic resistance inducers was observed.

Keywords: Root rot, Scytalidium lignicola, oxidative enzymes, vegetative development.
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1. INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz), é uma planta dicotileddnea, arbustiva, de
crescimento perene e pertencente a familia Euphorbiaceae (AVILA, 2002). Apresenta uma
importante expressdo econdmica no Brasil e no mundo pelo seu alto valor na alimentagéo
humana, animal e na industrializacdo, além de sua participacéo social, sendo responsavel
pela fonte alimenticia e como geragdo de renda para a agricultura familiar (SOUZA, 2009;
NOTARO et al., 2013).

Diante da necessidade de aumentar a oferta de produtos destinados a alimentacdo
humana, a mandioca vem conquistando lugar de destaque em varios paises do mundo, esta
cultura apresenta maior crescimento nos paises mais pobres, no continente Africano que
lidera o ranking mundial de producdo (SEAB, 2017). Seguindo outros paises asiaticos e
americanos (VILPOUX, 2008).

A mandioca e o0s seus derivados tém como caracteristica de consumo familiar,
fazendo parte da dieta da populacdo brasileira, principalmente das pessoas de classes de
renda mais baixas (CONAB, 2016). A producdo brasileira de raiz de mandioca atingiu 23,71
milhdes de toneladas no ano de 2016, porem em 2017, a previsao € de que a safra seja 12,3%
inferior, sendo estimada em 20,80 milhdes de toneladas, devido a reducéo da area plantada
observada na maioria dos estados brasileiros (IBGE, 2017).

A producéo nacional da cultura da mandioca se concentra cerca de 37% na regido
Nordeste, onde € voltada para a producéo artesanal de farinha, enquanto que a mandioca
mansa, é diretamente utilizada para alimentacdo humana (SOUZA, 2009). O estado do Para
assumiu a lideranca da producao brasileira da cultura da mandioca (SEAB, 2017), para o
estado de Pernambuco, os principais municipios produtores sao Araripina, Jucati, Sdo Jodo,
Caetés, Jupi e Ipubi (CUENCA; MANDARINO, 2006).

Na regido Nordeste, devido um dos mais severos periodos de seca das ultimas
décadas, grande parte da producdo da raiz de mandioca foi comercializada até meados de
fevereiro, acarretando altos precos praticados em todo o pais (CONAB, 2017). Existe pouco
nivel tecnoldgico para a producdo desta cultura nesta regido, devido a multiplicacdo de
manivas fisiologicamente envelhecidas, proporcionando maior disseminacdo das doencas
(OLIVEIRA e FIORINE, 2006).

As doengas mais importantes da cultura da mandioca sdo as que afetam a qualidade

sanitaria do material de plantio, as podriddes radiculares e as deterioragdes de pos-colheita
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(MUNIZ et al., 2006). Dentre essas, a podridao radicular vem se tornando uma das principais
doencas nos paises produtores, como o Brasil (SERRA et al., 2009). Além de reduzir a
produtividade, também afeta a qualidade de raizes colhidas (AFOLABI et al., 2011).

Entre os principais fungos causadores de podriddes em mandioca, Se destaca o
Scytalidium lignicola que foi registrado pela primeira vez em Pernambuco em 1994
(LARANJEIRA et al., 1994), seguido do estado do Para e do estado de Alagoas
(CARNAUBA et al., 2007). No estado de Pernambuco existe predominio deste fungo
patogénico em grande parte das propriedades produtoras de mandioca localizada no
municipio de Caetés (NOTARO et al., 2013).

De acordo com Andrade et al. (2013) o uso de produtos comerciais que induzem
resisténcia vem se tornando bastante relevante no controle de fitopatologias. Varios estudos
mostraram que o uso de indutores de resisténcia externos ativa mecanismos de defesa na
maioria das espécies estudadas (OLIVEIRA et al., 2016).

A indugdo de resisténcia é definida como a ativagdo de mecanismos de defesa contra
doencas, sendo sistematicamente induzida em plantas pelo uso de produtos bidticos ou
abidticos, sem qualquer alteragdo no genoma da planta, (EDREVA, 2004; BOSTOCK et al.,
2014; BERTONCELLI et al., 2016). Os produtos utilizados para inducdo de resisténcia nas
plantas, como acibenzolar-S-metil, quitosana, acido aminobutirico, constitui uma alternativa
para 0 manejo integrado de doengas de plantas (ROMEIRO, 2008).

Os mecanismos de defesa das plantas se baseiam em barreiras pré-formadas, antes
do contato com o patégeno, e pos-formada, sintetizados em resposta aos patdgenos
(SCHWAN-ESTRADA et al., 2008). A ativacédo dessas defesas pode acontecer pela acdo de
agentes abioticos ou bidticos, sendo eles organicos, inorganicos ou sintéticos, acarretando
na inducao de mecanismos de resisténcia (MAZARO et al., 2012).

Os mecanismos bioguimicos de defesa das plantas contra fitopatégenos envolvem
alteracdes metabdlicas que estdo correlacionadas com mudangas na atividade de enzimas
nos metabolismos primario e secundario (ARAUJO; MENEZES, 2009). As plantas
apresentam uma resposta direta da interecdo com patdgenos e a producdo de EROS,
ocorrendo um combate para a desintoxicacao da planta, através da sua regulacéo por enzimas
antioxidativas, minimizando o estresse biético (THIPYAPONG et al., 2004).

De acordo com a crescente importancia econdmica da mandioca e aliado ao fato da
escassez de informacdes sobre a ocorréncia de patdgenos causadores de doencgas nas regides

produtoras do estado de Pernambuco, o objetivo do presente estudo foi avaliar o
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desenvolvimento da mandioca com podriddo radicular causada por Scytalidium lignicola,
apos a aplicacdo de indutores de resisténcia abidticos nas plantas verificando a influéncia
das atividades enzimaéticas e fisioldgicas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Classificac@o botanica, morfologia e fisiologia da cultura da Mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é de extrema importancia econbmica
mundial, pertencente a familia Euphorbiaceae. O género Manihot compreende 98 espécies,
das quais M. esculenta € 0 membro mais amplamente cultivado (NASSAR et al., 2008).
Originou-se na América do Sul e posteriormente, foi distribuida para regides tropicais e
subtropicais da Africa e Asia (BAYOUMI et al., 2010) a diversidade genética desta cultura
esta relacionada as variagOes climaticas, geograficas e agricola a qual é submetida (GAMA
et al., 2015).

Por apresentar flores de ambos 0s sexos na mesma planta, a mandioca é uma espécie
monoica, cujas flores femininas sdo unissexuadas e o transporte de pélen realizado por
vespas e abelhas. Outra carateristica peculiar é a dicogamia protoginica, ou seja, 0 processo
de amadurecimento das flores ocorre em periodos diferentes, realizando, portanto,
polinizacdo cruzada (ALLEM, 2002).

A propagacdo da mandioca ocorre através de manivas, favorecendo o aparecimento
e a fixacdo de diversos cultivares em diferentes regides, enquanto os plantios comerciais, ou
por sementes, sdo geralmente menos empregadas a campo (SILVA et al., 2015). Segundo
Conceicao, (1987) existem diferencas em relacéo ao tipo de raiz desenvolvida frente ao tipo
de plantio empregado, em plantas originarias de sementes, as raizes sdo do tipo axial
tuberoso, enquanto que a propagacdo assexuada gera a forma de raiz mais consumida, do
tipo pseudo-fasciculado.

O sistema radicular pode ser classificado de acordo com o teor de compostos
cianogeénicos, fibras, quantidade de amido e matéria seca, quando consumida in natura é
conhecida como mandioca de mesa, doce ou mansa, sendo a idade da planta o fator que mais
influéncia tais teores (BORGES et al., 2002; VALLE et al., 2004; FRANCK et al., 2011).
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2.2 Importancia socioecondmica

Na regido Norte e Nordeste, a producdo da agricultura de subsisténcia é destinada a
elaboracdo artesanal de farinha e de outros alimentos regionais, enquanto que nas regides
Sudeste, Sul e Centro-Oeste encontram-se plantios tecnificados que se destinam a atender as
demandas das industrias de farinha e fécula (FIALHO; VIEIRA, 2011).

O Nordeste destaca-se em relacdo a producdo de mandioca por maior area plantada
(VILPOUX et al., 2008). A maior parte da producdo de mandioca esta concentrada
principalmente em terras dos pequenos agricultores, onde a inobservancia a qualidade
fisioldgica e sanitaria das estacas utilizadas para propagacdo da cultura acarreta perdas
economicas severas (SILVA et al., 2017).

A raiz da planta por ser o produto de maior interesse comercial e econémico, deve
apresentar requisitos atrativos ao consumidor, tais como, auséncia de deformaces, cor de
casca e polpa agradaveis, outros fatores preponderantes é a maior produtividade que esta
diretamente correlacionada ao nimero de raizes, comprimento, massa fresca e seca, entre
outros (FIGUEREDO et al., 2014).

A mandioca tem um papel importantissimo na producgéo agricola mundial, cultivada
em aproximadamente 90 paises, dentre estes Nigeéria, Tailandia, Indonésia, Congo e o Brasil,
sendo destinada em sua maioria para alimentacdo humana, apesar do baixo valor nutricional,
esta cultura apresenta como produto comercial mais vendido, o amido, que pode ser
empregado em diversos campos industriais, no Brasil ele ganha destaque na alimentacao
humana e animal, na industria téxtil, papelaria e farmacéutica (MORAIS et al., 2014).

Existe muitas variedades de mandioca adaptadas aos diversos ambientes em todo o
territorio nacional. Entretanto os agricultores familiares como os principais produtores de
mandioca no pais, selecionam suas variedades, de acordo com suas necessidades e a
adaptacdo a regido (FUKUDA et al., 2006). Sua produtividade no Brasil € considerada baixa
devido seu cultivo por produtores familiares apresentar baixo nivel de tecnologias, incluindo

manivas para propagacdo de ma qualidade fisiologica e fitossanitaria (SILVA et al., 2013).

2.3 Principais doencas associadas a cultura da mandioca

Entre as principais doengas que afetam a mandioca se destaca mancha marrom

(Cercosporidium henningsii Allesch), mancha branca (Phaeoramularia manihotis),
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antracnose (Colletotrichum gloeosporioides) (MORAIS et al., 2014). Para as doencas
causadas por fungos, a que apresenta maior relevancia é a podriddo radicular, causada por
Phytophthora spp., Fusarium solani (Mart.) e Scytalidium lignicola (NOTARO et al., 2013).
O fungo Scytalidium lignicola foi descrito como um dos causadores da podridao
radicular nas raizes e caules da mandioca (Figura 1), causador também da podriddo negra,
sendo verificado em diversos estados brasileiros, dentre os quais Pernambuco, Para e
Alagoas em ordem de identificagdo (LARANJEIRA et al., 1994; TRINDADE et al., 1997;
MUNIZ et al., 1999; CARNAUBA et al., 2007). A podrid&o radicular ¢ uma das principais
doencas que afeta a cultura da mandioca, vem se tornando de alto impacto econémico e

social nos principais paises produtores como a Africa (ONYEKA et al., 2005).

Figura 1. Sintomas da podridao radicular em caules de mandioca cv ‘“Pai Anténio”

Fonte: Arquivo Pessoal

A espécie Scytalidium lignicola (Figura 2), ¢ um fitopatdgeno naturalmente
encontrado na microbiota do solo, sendo de dificil controle com produtos quimicos, além de
apresentar alto custo para os produtores, essas caracteristicas fazem como que a podridao
negra seja de dificil manejo. Além disso, ndo existe fungicidas registrados no MAPA
(Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) para combater adequadamente esse
patdgeno (SILVA et al., 2013).
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Figura 2. Conidios de Scytalidium lignicola através de microscopia Gptica na concentracao
1,6x10® mL™.
Fonte: Arquivo Pessoal
A podridao radicular da mandioca vem provocando uma queda progressiva na
produtividade, além de inutilizar as areas para plantio ao longo dos ciclos da cultura, esta
doenca vem sendo responsavel por grandes perdas da producdo no Nordeste (NOTARO,
2013), preocupando os produtores de mandioca (SERRA et al., 2009), e até 0 momento ndo

ha estratégias de controle eficaz para a podriddo radicular (SILVA et al., 2016).

2.4 Enzimas associadas a defesa da planta

As enzimas envolvidas nos mecanismos de defesa das plantas contra fitopatégenos
envolvem alteracdes metabolicas que estdo correlacionadas com mudancas nas suas
atividades, como nos metabolismos primario e secundario no vegetal. Diante das pincipais
enzimas chaves relacionadas a defesa vegetal se destacam a peroxidase, fenilalanina aménia-
liase, catalase, polifenol oxidase, B -1,3 glucanase, protease (STANGARLIN et al., 2011).

As enzimas lutam contra o grupo de espécie reativa de oxigénio (EROS), sendo uma
resposta da planta ao estresse abidtico ou bidtico (MILLER et al., 2010). Portanto, a
desintoxicacdo de ROS para a sobrevivéncia celular €é um mecanismo das plantas submetidas
a condicOes de estresse (GILL; TUTEJA 2010).

2.4.1 Peroxidase

A enzima peroxidase estd presente em células animais e micro-organismos, nos

vegetais esta diretamente ligada a lignificacdo dos tecidos, em conjunto com seus
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precursores toxicos que exercem papel importante na relagdo de resisténcia em plantas. Esta
enzima participa também da rota dos fenilpropanoides, da producdo de fitoalexinas e
formacdo de barreiras estruturais. A peroxidase catalisa a oxidacdo e a eventual
polimerizagdo de alcool hidroxicinamico em presenca de perdxido de hidrogénio (H20>),
que origina a lignina (ISHIGE et al., 1993).

O papel dessa enzima € a catlise das espécies ativas de oxigénio que podem
apresentar agdo antimicrobiana, atuando na sinalizagéo incitando a formacdo de fitoalexinas
e no processo de lignificagdo (RESENDE et al., 2003). Além disso, participa da biossintese
do etileno, e na oxidacdo de é&cido indol acético (AIA) e de compostos fenolicos
(CAVALCANTI et al., 2005). O estresse induzido pela alimentagéo de insetos ou infeccéo
de fungos patogénicos pode proporcionar a sintese de H.O», devido a explosdo oxidativa
ocasionada pela acdo destes estressores e esta resposta pode ser local ou sistémica
(FURSTENBERG-HAGG et al., 2013).

De acordo com Gomez-Vasquez et al., (2004) a peroxidase tém um papel na
deterioracdo da mandioca durante a pos-colheita. As peroxidases podem ser encontradas em
muitas partes da mandioca, tais como raizes, caule, peciolos e folhas (JONGMEVASNA et
al., 2013).

2.4.2 Catalase

A enzima catalase funciona como canal de limpeza do H20; celular (VAN
BREUSEGEM et al., 2001). Portanto o aumento na atividade de catalase resulta na ativacao
da resisténcia sistémica adquirida, devido esta enzima ser a principal via de degradacao do
H20: (SIQUEIRA, 2015). Outros autores ressaltam que a catalase apresenta uma funcdo em
degradar o perdxido de hidrogénio (H202) em plantas (APEL; HIRT, 2004).

Esta enzima é bastante utilizada para desintoxicacdo das células das plantas em
condicdes de estresse, pois elas sdo responsaveis pela desmutacédo direta de H.O2em H20 e
0>, removendo este perdxido gerado nos peroxissomos por oxidases envolvidas na oxidacao
de acidos graxos, fotorespiracdo e catabolismo de purinas (GILL; TUTEJA, 2010). Este
sistema ocorre quando as plantas sofrem estresse pincipalmente por fungos fitopatogénicos
(GAYATRIDEVI et al., 2012). Entretanto, a atividade da catalase depende do tipo de

estresse acarretado as plantas, podendo ser abidtico ou biotico (RAMOS et al., 2011).
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2.4.3 Polifenoloxidase

A enzima polifenoloxidase (PFO) que participa do grupo das oxirredutases e contém
0 cobre como grupo prostético, esta relacionada a oxidacdo de compostos fendlicos. Estes
compostos sdo substancias de produtos secundarios que contém um grupo fenol, ou seja, um
grupo hidroxila funcional em um anel aromatico, produzidas pelas plantas e que apresentam
uma variedade de funcdes nos vegetais (TAIZ; ZEIGER, 2009).

A enzima polifenoloxidase nas plantas estdo distribuidas em toda a sua estrutura,
podendo alguns 6rgdos apresentarem maiores concentracdes. O nivel pode variar em fungédo
da espécie, cultivar ou ambiente, a qual podera ser induzida ou inibida em algumas plantas
por estresse como injdrias, toxicidade de nitrogénio e ataque de patdgenos (SANCHEZ et
al., 2000).

2.4.4 Fenilalanina am0nia liase

A fenilalanina amdnia liase (FAL) (E.C. 4.3.1.5) € umas das enzimas do metabolismo
secundario mais estudada nas plantas, devido as reacdes do metabolismo dos compostos
fendlicos e estabilidade de preparacdo para 0s ensaios enzimaticos. Essa enzima €
responsavel pela desaminacgéo da L-fenilalanina, transformando-a em acido trans-cinamico
e amodnia. Este &cido trans-cindmico pode ser incorporado em muitos diferentes compostos
fendlicos (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008). A FAL, esta diretamente envolvida na sintese
de metabolitos ativos, incluindo fendis, fitoalexinas e lignina, associados aos processos de
resisténcia localizada (CAO et al., 2008).

2.4.5 B-1,3 Glucanase

De acordo com Baysal et al., (2003) a enzima B-1,3-glucanase atua no crescimento e
desenvolvimento das plantas, na detoxificacdo celular e em mecanismos de defesa como
lignificacdo, cicatrizacdo de ferimentos e oxidacao de compostos fenolicos.

As enzimas B-1,3-glucanases, quitinases e peroxidases, podem atuar diretamente
sobre o patégeno, ou indiretamente, pela inducdo de resisténcia no hospedeiro
(STANGARLIN et al., 2011; MELO et al., 2016). O aumento na atividade dessa enzima

induz resisténcia envolvido como defesa da planta, onde o contetdo de proteinas no tecido
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vegetal desafiado com um patdgeno pode indicar ativacdo dos mecanismos de defesa
(SANTOS, 2013).

2.4.6 Protease

As enzimas proteoliticas desenvolvem diferentes func@es fisiologicas complexas e
sua importancia em conduzir as funcGes metabdlicas e regulatorias essenciais é notoria
devido a sua ocorréncia em todas as formas de organismos vivos (TREMACOLDI, 2008).
Inibidores de proteases sdo proteinas capazes de evitar ou diminuir a atuacao de enzimas que
degradam proteinas de animais e microbianas e sdo sintetizadas e armazenadas em sementes
e tubérculos, enquanto se desenvolvem como protegdo contra predacdo (MARGIS-
PINHEIRO et al., 1999).

2.5 Inducéo de resisténcia para plantas

A inducdo de resisténcia envolve a ativacdo de mecanismos de defesa latentes
presente nas plantas em resposta ao tratamento com agentes bidticos ou abioticos
(BONALDO et al., 2005; CAVALCANTI et al., 2005). No entanto, a resisténcia induzida
no vegetal consiste no aumento da resisténcia por meio da utilizacdo de agentes externos,
como por exemplo os indutores abioticos, sem qualquer alteragdo no genoma da planta.

Os indutores de resisténcia podem ativar diretamente as vias de sinalizacdo pela
interacdo com receptores de plantas ou estimular indiretamente, liberando sua parede celular,
fragmentos de membrana celular que atuam como eliciadores secundarios (SCHUSTER;
SCHMOLL, 2010). As plantas possuem um sistema imunoldgico eficiente e multifacetado,
capaz de lidar com a maioria das bactérias, fungos, omicetos, virus e nematoides que estéo
presentes no ambiente (BOLLER; FELIX, 2009).

No que se refere a inducdo de resisténcia, ressalta que 0s mecanismos naturais
existentes nos vegetais e que sdo utilizados para se defenderem do ataque de diversos agentes
causadores de doenca, esses mecanismos de defesa podem ser explorados pelo homem para
o controle de doengas através da aplicacdo de agentes indutores capazes de produzir uma
resposta de defesa nas plantas contra o ataque de fitopatdgenos (AGNELLI, 2011).

Dependendo da cultura a agdo do indutor de resisténcia necessita de algum tempo

para apresentar resultados na inducdo da resisténcia a planta (BARILLI et al., 2010;
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SILLERO et al., 2012). Neste caso, é provavel que as plantas sejam capazes de produzir uma
resposta de imunizacao apos infeccdo de patdgenos, como a resisténcia sistémica adquirida
(RSA) (GOMEZ-VASQUEZ et al., 2004).

Entre as principais medidas de controle para fungos fitopatdgenos, existe 0s mais
agressivos que pode ser adotado como a reducdo do indculo inicial, utilizando controle
quimico (MELO et al., 2016). Outra alternativa promissora é a inducao de resisténcia, a qual
ativa mecanismos de defesa latentes da planta (FERNANDES et al., 2013) por meio de
elicitores contidos em agentes biéticos ou abiéticos (UCHOA et al., 2014; MELO et al.,
2016).

Os mecanismos de defesa sdo ativados em diferentes partes da planta, se destacando
atraves dos sinais quimicos, bioquimico, energético ou de natureza ainda desconhecida, que
deve ter sua origem no sitio de inducdo enviado aos locais mais distantes, formando uma
espécie de reacdo em cadeia, enquanto que o agente indutor é aplicado geralmente na parte
aérea da planta (KUC, 1995; ROMEIRO, 2008).

Os diferentes indutores de resisténcia induzem imunidade nas plantas ligados pelos
receptores de micro-organismos conduzindo a ativacdo de vias de sinalizacdo além de
provocar mudancas fisiologicas e bioquimicas no vegetal (MASTOURI et al., 2010;
CONTRERAS-CORNEJO et al, 2011). Diversos eliciadores podem induzir sinais de
ativacdo das defesas vegetais, minimizando a presenca de patdgenos, sendo que dentre 0s
indutores abioticos, 0os mais comuns utilizados na agricultura sdo o acido salicilico (AS), o
acibenzolar-S-metil (ASM), o acido jasménico (AJ), dentre outros (SOBRINHO et al., 2005;
BERTONCELLLI, et al., 2015a).

Entre os principais indutores de resisténcia, se destaca o acibenzolar-S-Metil (ASM,
BION®) com uso comum entre alguns produtores agricolas (CRUZ et al., 2011; MELO et
al., 2016), esse indutor interfere nos processos fisioldgicos e bioquimicos das plantas, como
a producdo de fendis, ativando a resisténcia sistémica, 0 mesmo ndo possui acao
antimicrobiana direta (DEBONA et al., 2009; FURTADO et al., 2010), considerado um
indutor de resisténcia comercial, € um analogo estrutural e funcional do &cido salicilico,
capaz de induzir resisténcia nas plantas contra bactérias, fungos e nematoides (DIETRICH
et al., 2005).

A quitosana tem sido relatada como uma das principais alternativas mais segura para
controlar fungos fitopatogénicos durante os processos de pré e pds-colheita em culturas

agricolas (BADAWY; RABEA, 2011), apresenta capacidade de induzir mecanismos de
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defesa das plantas como um biopolimero antimicrobiano que atua na atividade contra fungos
patogénicos (ROMANAZZI et al., 2013). Quando a quitosana induz mecanismos de defesa
nas plantas, apresenta atividade indireta, estimulando a producéo de espécies reativas de
oxigénio, inibe a acdo de proteinases, promove lignificacdo, estimula o acimulo de proteinas
ligadas a patogénese, como a quitinase e f-1,3-glucanase (ALl et al., 2014; LI et al., 2015).
A quitosana apresenta eficiéncia no controle de fitopatégenos, tanto na acdo
antimicrobiana como indutora de resisténcia (KNAAK e FIUZA, 2010). A quitosana é um
polimero biodegradavel, biocompativel e catibnico (BERGER et al., 2014), pode
desempenhar duas fungdes, a que interfere diretamente no desenvolvimento do patégeno e
ativar respostas de defesa no tecido vegetal das plantas (AGRAWAL et al., 2002).

De acordo com Khan et al., (2015), o acido salicilico (AS) é um composto fendlico
natural, que se acumula sob estresse abidtico e biotico, e controla fungdes fisioldgicas e
bioquimicas em plantas. O AS é um horménio vegetal que esta envolvido na fotossintese,
condutancia estomatica e transpiracdo de plantas (KUHN, 2007), bem como na ativacao da
RSA e desencadeamento da reacdo de hipersensibilidade, producdo de fitoalexinas e
proteinas relacionadas a patogénese (SMITH, et al., 2009). Esse indutor exerce um papel
fundamental na formacé&o da resisténcia sistémica adquirida local (RSA) e no inicio da morte
celular nos tecidos que cercam os patogenos invasores (LI et al., 2014).

As reacdes de defesa induzidas pelo o &cido salicilico pode proteger as plantas contra
muitos agentes patogénicos classificados com biotroficos, hemibiotréficos e nectroficos
baseado em seu estilo de vida, o que pode prever a resposta das plantas a infeccéo e as vias
de sinalizacdo de hormdnio iniciadas pela invaséo de patdogenos (THALER et al., 2004).

O é&cido aminobutirico (BABA) é um composto encontrado na natureza capaz de
induzir resisténcia contra diferentes organismos patogénicos, incluindo fungos, Bactérias,
virus e nematodeos em plantas (QUAGLIA et al., 2011). A resisténcia por este indutor ndo
é baseada na ativacdo direta, mas em uma ativacdo mais rapida e mais forte da reacdo de
defesa induzivel quando a planta é exposta ao patégeno (TON et al., 2005). Em geral, as
plantas precisam de tempo para ativar a resisténcia das doencas quando sdo infectadas por
patogenos (YU et al., 2009).

O BABA atua em varios niveis sobre a planta, acondicionando uma velocidade mais
rapida e ativacdo mais forte dos mecanismos de defesa apds a exposicéo ao estresse (JAKAB
et al., 2005). Embora muito estudos tenham investigados 0s mecanismos de resisténcia da

planta intercedida por BABA para 0 estresse biotico, poucos estudos pesquisaram a fungao
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deste indutor para resisténcia nas plantas causada por estresse abiotico (MOSTEK et al.,
2016).

2.6 Principais mecanismos bioquimicos e fisiologica de defesa das plantas

Apds a infeccdo nas plantas, pode ocorrer um aumento da atividade enzimética que
inibe o crescimento de fungos e libera substancias que induzem a producao de fitoalexinas
pelas plantas (KIM; HWANG, 1994). As plantas quando s&o atacadas por insetos apresentam
modificacbes na parede celular, morte de células, producdo de fitoalexinas, acimulo de
proteinas relacionadas a defesa e liberacdo de substancias volateis (PARANIDHARAN et
al., 2003).

A inducdo de resisténcia ou resisténcia sistémica adquirida gera um aumento
significativo em rotas metabolicas dos mecanismos envolvidos na defesa, essa inducéo pode
ser produzida tanto por componentes bidticos como por componentes abioticos, na presenga
de patdgenos, sinais bioguimicos sdo enviados a sitios especificos e consequentemente
ocorre aumento na inducgéo de enzimas especificas (AGRIOS, 2005; SCHWAN-ESTRADA
et al., 2008; MAZARO et al., 2012).

A inducdo dessas enzimas esta relacionada a diversos fatores, tais como infeccdes
microbianas, patogénese por produtos quimicos ou agentes ambientais, e suas atividades
enzimaticas desempenham papel fundamental na inducdo da resisténcia em plantas expostas
a patdgenos (ALMEIDA et al., 2012). Os mecanismos de defesas podem ser explorados para
o0 controle de doencas através da aplicacéo de biocontroladores para induzir uma resposta de
defesa nas plantas contra o ataque de fitopatogenos (SINGH et al., 2011).

Entre essas enzimas, destaca-se a peroxidase, fenilalanina amonia-liase, p-1,3-
glucanase, entre outras (BAYSAL et al., 2003; MACAGNAN et al., 2008), que podem
promover a degradagdo da parede celular de fungos formado por polissacarideos B-1,3
glucano e quitinase, que sdo substratos para a $-1,3 glucanase (DURRANT; DONG, 2004;
BERTONCELLI et al., 2016).

Quando as plantas sdo expostas a estresses bioticos e abidticos pode aumentar a
producdo das espécies reativas de oxigénio. No entanto, a protecdo contra estes toxicos
intermediarios de oxigénio, as células das plantas e suas organelas, como cloroplastos,

mitocéndrias e peroxissomos desenvolvem um sistema de defesa antioxidante. Seus
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componentes sdo as enzimas e outras moléculas ndo enzimaticas como carotenoides, acido
ascorbico, vitamina E, flavonoides, prolina e glutationa (DAVAR et al., 2013).

Existe alguns mecanismos ndo-enzimaticos que estdo altamente envolvidas no
processo de desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) como metabélitos
secundérios, que sdo os fenolicos, carotendides, flavondides e antocianinas, também algumas
enzimas, como catalase, peréxido de hidrogénio e superdxido dismutase, (UJARROTA et al.,
2014). As plantas protegem suas células e compartimentos celulares dos efeitos citotoxicos
das EROs com o auxilio de enzimas antioxidantes como, catalase e peroxidase, sao
consideradas membros do sistema de defesa oxidante (ZHANG et al., 2010; SANTOS et al.,
2013).

De acordo com Miller et al. (2010) o acimulo de ERO é induzida pela reducdo da
troca gasosa, resultando em acumulagéo de O, limitagdo de CO; e reducéo da cadeia de
transporte de elétrons fotossintéticos durante a fotorrespiracdo. As EROs causam oxidagéo
de proteinas, inibindo algumas atividades enzimaticas e induzindo protedlise ativa, um dano
generalizado ao DNA que ¢ observado sob o estresse oxidativo (GILL; TUTEJA, 2010).

Um processo essencial na desintoxicacdo de EROs é representado pelo ciclo
ascorbato-glutationa (SOFO et al., 2015). Carfagna et al. (2011) ressaltam que este ciclo é
sustentado por varias reacdes enzimaticas, onde assegura taxas adequadas de fotossintese
mesmo sob estresse (PINTO et al., 2013). As plantas desenvolvem estratégias de
desintoxicacdo para lidar com as espécies reativas de oxigénios excessivo e manter o
equilibrio dentro das células (MITTLER et al., 2004).

A atividade das enzimas aumentam principalmente quando sao envolvidas na sintese
de compostos antimicrobianos, como as proteinas relacionada a patogéneses dispostas em
plantas para resposta a infeccdo ou a inducdo de resisténcia (AGNELLI, 2011). A maior
atividade das enzimas antioxidantes proporciona maior protecdo contra o estresse oxidativo
nos arbustos que nas arvores em estresse hidrico severo (LIU et al., 2011).

Apos a penetracdo do patdgeno no vegetal, ocorre uma formacdo de varios tipos de
estruturas, podendo apresentar maior ou menor sucesso na defesa da planta, constatando uma
atividade antifingica (SIQUEIRA, 2015). Os mecanismos de defesa estruturais fisicos
impedem a penetracdo dos patdgenos, os bioquimicos inibem o crescimento, criando
condicdes contrarias para o desenvolvimento do patdégeno nas plantas (AGNELLI, 2011).

As plantas possuem sistemas de defesa de acdo répida, como antioxidantes ndo

enzimaticos e enzimas antioxidantes para aliviar o dano oxidativo (MITTLER et al., 2011).
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Quando o ataque nas plantas é proveniente de patdgenos, as mesmas se defendem com
mecanismos de forma passiva e induzida, no primeiro mecanismo envolve barreiras
estruturais de compostos antimicrobianos que previne a colonizagdo dos tecidos, enquanto,
0 mecanismo de defesa induzida inclui a resposta de hipersensibilidade, producdo de
fitoalexinas e proteinas, producdo de espécies reativas de oxigénio, lignificacdo e
fortalecimento da parede celular (ALMAGRO et al., 2009).

As plantas possuem mecanismos de resisténcia natural para defender-se contra
organismos patogénicos caracterizados pela capacidade de resisténcia da planta para
diminuir ou evitar o estabelecimento de certas populacbes de agentes patogénicos
(FAROUK; OSMAN, 2011). A resisténcia em plantas estd associada a eficicia do
hospedeiro em reconhecer o patdgeno atraves de mecanismos de percepcao e transducéo de
sinais resultando na resisténcia das plantas aos patdgenos (GUZZO et al., 2004).

Existe mecanismos que conferem aclimatacéo e tolerancia as plantas ao estresse e a
regulacdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROSs), induzidas por diferentes
estresses abidticos, como a seca, a salinidade ou o acumulo de metais pesados (GILL;
TUTEJA, 2010). A producdo dessas espécies reativas de oxigénios é uma indicacdo da
resposta fisiologica, resisténcia sistémica induzida (RSI), em que ha producao de diversas
enzimas (SINGH et al., 2011). No entanto, as plantas respondem ao ataque de um patogeno
através da explosédo oxidativa que atuam no reforco da parede celular, formando uma barreira
mecanica efetiva na prevencdo dos patdgenos nos tecidos da planta (SANTOS, 2005).

As determinacdes de variaveis ecofisiologicas possibilitam a compreensdo do
comportamento vegetativo das plantas, assim como o seu desempenho pontual em relacéo
as respostas aos tratamentos impostos. De acordo Taiz e Zeiger (2013), o suprimento
inadequado dos elementos essenciais as plantas causa distarbios nos processos metabdlicos
0 que resulta em funcionamento anormal.

O comportamento fisiologico das plantas sofre alteracGes através das variaveis
ambientais e sdo refletidas nos estomatos presentes nas folhas. Os estdmatos sdo a porta de
entrada para o dioxido de carbono (COy) e troca de vapor de H.O em nivel de folha,
regulando assim, troca de energia entre a biosfera e a atmosfera, sendo susceptivel de ser
alterada, ndo s6 pelas mudancas climéticas e elevadas condi¢fes de CO2, mas também
durante eventos de perturbacGes como o fogo e herbivoria (SCHAFER, 2011).

A maioria das cultivares de mandioca sdo hipoestomaticas, com numerosos

estdmatos na superficie dorsal da folha (Figura 3). O desenvolvimento de cultivares com um
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namero maior de estdmatos na superficie adaxial das folhas pode reduzir a sensibilidade a
umidade ambiente, levando a uma maior absor¢do de CO durante um periodo de tempo mais
longo (EL-SHARKAWY et al.,1989).

Figura 3. Localizacao dos estomatos em plantas hipoestomaticas (A) Avaliacdo da
condutancia na superficie dorsal das folhas de mandioca (B)
Fonte: www.anatomiavegetal.ib.ufu.br e Arquivo Pessoal

Os estdbmatos s@o aberturas naturais no vegetal a qual sua funcdo € manter o fluxo
continuo de agua entre solo, planta e atmosfera, produzindo um fluxo de massa pelo o
transporte de nutrientes na planta, e também como porta de entrada para o CO», substrato
para a fotossintese. Essa abertura natural dos estdmatos, certamente sera local de penetracéo
para muitos patdgenos, porém, a quantidade de estdmatos, o tamanho e o periodo de abertura
dificulta os patdgenos no processo de penetracdo e estabelecimento de relacdes parasitarias
estaveis (MIURA; TADA, 2014).

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Descricdo da area de estudo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Universidade Federal Rural
de Pernambuco, Unidade Académica de Garanhuns, no municipio de Garanhuns — PE,
Brasil, Agreste Meridional, localizado sob as coordenadas geogréficas: 08°53°25” de latitude
S e 36°29°34" de longitude, com altitude média de 896 m. O clima predominante ¢ o
Mesotérmico Tropical de Altitude (Cs’a), de acordo com a classificac¢do climatica de Koppen
(MELO; ALMEIDA, 2013). De acordo com INMET, (2016), durante a conduc¢do do
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experimento a temperatura local de Garanhuns foi aproximadamente 28° C, precipitacdo 20

mm e umidade relativa do ar de 74 %, conforme a figura 4.
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Figura 4. Temperatura, precipitacdo e umidade relativa no Municipio de Garanhuns — PE

registrada no periodo de julho a dezembro de 2016.
Fonte: INMET, (2016).

3.2 Obtencao do micro-organismo

O fungo Scytalidium lignicola CMM 1098 foi obtido na coleta de fungos patogénicos
isolados de raizes de mandioca apresentando sintomas de podriddo radicular em fazendas
comerciais do Estado de Pernambuco e posteriormente depositado na colecéo de cultura de
fungos fitopatogénicos, “Prof. Maria Menezes” — CMM. O fungo foi cultivado para
crescimento em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de meio de cultura liquido
batata-dextrose com adicdo de 100 mg L™ de cloranfenicol no intuito de evitar o
desenvolvimento de bactérias. O crescimento fungico ocorreu em B.O.D a uma temperatura
de 28 °C por 15 dias no Laboratdrio de Biotecnologia.

3.3 Coleta e preparacdo do solo

O solo utilizado foi proveniente da mesorregido do Agreste Meridional do Estado de
Pernambuco no municipio de Séo Jodo. Foi realizado coleta do solo na profundida de 0-20
cm, sendo utilizado 10 amostras e homogeneizadas, acondicionadas em sacos de nylon para
posterior analise.
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Os atributos quimicos do solo foram avaliados e apresentaram 0s seguintes
resultados: pH (H20 1:2,5) = 5,6; P (28 mg Kg™); Mg (0,5 cmolc dm™); Ca (0,9 cmolc dm-
%): Al (0,05 cmolc Kg?) e H + Al (3,3 cmolc dm™) e teor de matéria organica total de
(2,02%), a analise foi realizada de acordo com a metodologia da EMBRAPA (2009) e o solo
apresentou 880 g Kg* de areia, 40 g Kg* de argila e 80 g Kg* de silte, sendo considerado
arenoso. Este solo é classificado como Neossolo Regolitico Eutrofico Tipico (SILVA etal.,
2014).

Posteriormente, foi feita a esterilizagcdo do solo através do uso de autoclave, a uma
temperatura de 121 °C, por duas horas, deixando-se 0 em repouso durante duas semanas,
ap6s a autoclavagem, para estabilizacdo dos teores de metais pesados. O solo foi

acondicionado em vasos plasticos com capacidade de 4 litros.

3.4 Coleta e preparo das manivas

As manivas da mandioca cultivar “Pai Antonio” foram coletadas em propriedade
rural do municipio de S&o Jodo — PE, em plantio sem historico da doenca podridéo radicular.
Em seguida, as mesmas foram desinfestadas com hipoclorito de sodio a 3%, (v/v) e secas
em ambiente protegido. As manivas mediam 8-10 cm de comprimento, apresentando de 5-8
gemas, foram acondicionadas duas manivas de mandioca em cada vaso para posterior
desbaste quando apresentaram dois pares de folhas formadas, conforme apresenta a Figura
5.
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Figura 5. Plantio de mandioca no municipio de Sdo Jodo — PE (A); Corte transversal em
manivas sadias (B); Plantio das manivas em casa de vegetacdo (C); Mudas de mandioca
apos desbaste (D).

Fonte: Arquivo Pessoal.

3.5 Cultivo em casa de vegetacao

As plantas de mandioca (Manihot esculenta Crantz) foram cultivadas em vasos
contendo solo esterilizado e mantidos em casa de vegetacdo sob umidade relativa em torno
de 70%. As plantas foram regadas uma vez ao dia, durante todos os dias da conducéo do
experimento, totalizando 120 dias. Foi utilizado o Delineamento Inteiramente Casualizado
(DIC), distribuido em esquema fatorial (5x4), sendo cinco tratamentos e quatro periodos de
coleta, assim, as plantas receberam os tratamentos da seguinte forma: Acido Salicilico
(SigmaAldrich); quitosana (SigmaAldrich); acido amino butirico - BABA (SigmaAldrich);
acibenzolar-S-metil -BION® (Syngenta) e agua destilada + fungo patogénico como
tratamento controle, com trés repeticGes, totalizando 60 unidades experimentais. As coletas
foram realizadas ao quarto, décimo quinto, quadragésimo e nonasésimo dias apds a

inoculagdo do patdgeno nas plantas.
3.6 Aplicagéo de indutores

Quando as plantas apresentaram trés pares de folhas formadas, ou seja, 33 dias ap0s
o plantio foram aplicados os indutores de resisténcia, acibenzolar-S-metil (BION), &cido
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aminobutirico (BABA), quitosana e acido salicilico nas concentragfes de 50 mg.mL™, 1,5
mM, 2 mg.mL? e 10 mM, respectivamente, até iniciar o escorrimento do liquido nas folhas

das plantas.
3.7 Inoculacéo do patégeno

Dois dias apds o tratamento com os indutores abi6ticos, o solo e as folhas foram
infestadas com o fungo Scytalidium lignicola, aplicado na concentragdo de 1,6x10° mL*
conidios por mL, sendo aproximadamente 10 mL da solucéo de conidios aplicada nas duas
faces das folhas através de pulverizagdo manual com um borrifador de jardim até o
escorrimento superficial, utilizou-se também 40 mL da solucéo no solo em uma profundida
de 10 cm até atingir as raizes finas da planta. Em seguida as plantas foram mantidas em
condicGes de cdmara umida, por 72 horas para favorecer o desenvolvimento so fungo,

conforme demostra a figura 6.

Figura 6. Infestacdo do fungo patogénico no solo (A); Pulverizacdo do fungo patogénico
nas folhas de mandioca (B); Condicdes de camara Umida para as plantas (C).
Fonte: Arquivo Pessoal.

Para producdo de cdmara Uumida procedeu-se a cobertura individual dos vasos com

sacos plasticos transparentes com a finalidade de proporcionar um ambiente adequado para
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0 desenvolvimento do micro-organismo sobre a cultura em estudo. Apos esse periodo 0s
sacos foram retirados das plantas e as mesmas permaneceram em temperatura ambiente para

o0 desenvolvimento vegetativo até o final do experimento.

3.8 Avaliagdo da doenga nas folhas e raizes da cultura da mandioca

A severidade da doenga nas folhas foi mensurada utilizando uma escala de notas para
0s sintomas apresentados, adaptada de acordo com McKinney (1923), onde, 0 = plantas sem
sintomas; 1 = plantas com menos de 10% até 25% de sintomas ou sinais; 2 = plantas com
25% até 50% de sintomas; 3 = plantas com 50% até 75 % dos sintomas; 4 = plantas com
75% ate 100% dos sintomas da podriddo radicular da mandioca.

Para avaliacdo da severidade da podriddao radicular da mandioca na raiz foi
diagnosticado de acordo com os sintomas apresentados apos a retirada das plantas dos vasos,
correspondendo a uma coloragéo escura no tecido vascular da planta, sendo registrado de
acordo com escala de notas descrita por Barros et al. (2014), onde, 0 = sem sintomas, 1 =
menos de 10-25% de lesbes (manchas avermelhadas), 2 = 25-50% de lesdes (mancha
marrom na raiz), 3 = 50-75% de lesGes (manchas avermelhadas, manchas castanhas e estrias

pretas na raiz) e 4 = 75-100% de lesbes (plantas em inicio de senescéncia).

3.9 AuvaliacGes fisiologicas e bioquimicas

As avaliacOes fisioldgicas foram realizadas aos 4° 15° 40° e 90° dias apos a
inoculacdo do patégeno nas plantas, assim como as coletas das folhas para determinagdes
enzimaticas. A condutancia estomatica foi mensurada com auxilio de um Porémetro Digital
(SC-1 Leaf Porometer, Decagon®/EUA) e o0s resultados expressos em mmol m2s?, As
andlises foram realizadas obedecendo sempre o horario, entre 09:00 as 11:00 horas da
manha, em folhas completamente expandidas na face abaxial, fisiologicamente maduras,
sadias e expostas ao sol de acordo com a metodologia de Cadorin et al. (2016).

Foram determinadas clorofila a,b e total por meio dos valores do indice SPAD, 0s
quais foram obtidos através do equipamento clorofildbmetro digital portatil (clorofiLOG®
CFL 1030, Falker) operado conforme as instrucdes do fabricante. Os valores obtidos foram

expressos em indice de Clorofila Falker (CFL) seguindo metodologia com modificaces de
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Oliveira et al. (2016), a avaliacéo foi aferida durante as quatro coletas do experimento,
geralmente no terceiro par de folhas totalmente expandidas.

A massa fresca da parte aérea (MFPA) e massa fresca da raiz (MFR) foram
determinadas de acordo com a metodologia de Almeida; Camara (2011), com modificages.
As hastes das plantas foram seccionadas a 5 cm do solo e as raizes removidas dos vasos para
posterior analise da massa fresca sobre pesagem em balanca de preciséo (0,01 g).

A massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR) foram determinadas
apos as hastes e raizes das plantas de mandioca serem acondicionadas individualmente em
sacos de papel e levadas a estufa de circulacéo forcada a 65 °C por 72 horas até atingir peso
constante. Passado esse periodo realizou-se pesagem do material em balanca de precisdo
para obter o valor da massa seca, conforme descrito por Figueredo et al. (2014).

As avaliacdes fisiologicas como, diametro do caule, foi aferido a 5 cm da superficie
do solo com auxilio de paquimetro digital (Digimess®) com precisdo de 0,01 mm de acordo
com metodologia descrita por Demontiézo et al. (2016). A determinagéo da altura da planta
foi avaliada a partir do nivel do solo até a base da inser¢do do broto terminal, mensurada
com o auxilio de régua graduada. O nimero de folhas por planta foi realizado pela contagem,
em que foram consideradas apenas as folhas que apresentaram ao menos 70% da superficie
do limbo foliar total.

Determinacédo da area foliar foi realizada por meio do escaneamento usando-se o
medidor de area foliar ADC, modelo: AM350 — Marconi, instalado sobre bancada, onde as
folhas inteiras foram destacadas das hastes das plantas e enfileiradas na mesma faixa da
esteira do aparelho para a realizacdo das leituras no momento em que as folhas passavam
pelo o sensor e os dados expressados em cm?, metodologia adaptada de acordo com
(RODRIGUES; ALMEIDA, 2016).

A avaliacdo do numero médio de raizes por planta foi obtida pela divisdo do nimero
total de raizes pelo nimero de plantas da parcela. O comprimento da raiz foi aferido em todas
as 12 plantas que corresponderam a parcela, determinado de uma extremidade a outra com

auxilio de uma régua graduada, seguindo recomendacéo de Figueredo et al. (2014).

3.10 Obtencdo dos extratos vegetais

Para a obtencdo dos extratos vegetais utilizados nas determinagGes enzimaticas,

amostras das folhas foram pesadas (0,1 g) e maceradas em nitrogénio liquido em almofariz
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até a obtengdo de um p6 fino, em seguida foi homogeneizado em solucgdo tampéo com adi¢do
de polivinilpirrolidona (PVP) 50 mg (p/v) e, posteriormente centrifugado a 10.000 rpm por
10 min a 4 °C. O sobrenadante obtido foi acondicionado em microtubos e armazenado a -20
°C, até a realizaco das atividades enziméaticas (ANDRADE et al., 2013).

3.11 Determinacdo das atividades enzimaticas

3.11.1 Catalase

A atividade da catalase foi determinada empregando EDTA (1 mM), per6xido de
hidrogénio (0,1 M) em solucdo tampéo fosfato de potéssio 0,1 M, pH 7,0. A reacédo obtida
atraveés da mistura de 1390 pL de tampéo, 50 pL do extrato enzimatico, 60 pL de peroxido
de hidrogénio. As leituras foram realizadas em espectrofotometro a 240 nm. Os resultados
foram expressos em pmol H20, decomposto mg™? proteina min e as leituras realizadas em
cinco amostras de cada tratamento (HAVIR; MCHALE, 1987).

3.11.2 Polifenoloxidase

A atividade de polifenol oxidase foi determinada segundo a metodologia de Kar;
Mishra. (1976). O substrato empregado foi composto por pirogalol, na concentracdo de 50
mM, solubulizado em solucdo tampédo fosfato de sddio 125 mM (pH 6,8), e a mistura
reacional continha 1 mL de pirogalol, 25 pL do extrato enzimatico, decorridos cinco minutos
interrompeu-se a reacdo com a adicdo de 25 pL de acido sulfurico (5%). As leituras em
espectrofotometro foram realizadas a 420 nm e os resultados expressos em pmol H20>

decomposto mg™ proteina min.

3.11.3 Peroxidase

A atividade da peroxidase foi determinada de acordo com a metodologia de Urbanek
et al. (1991) utilizando o método espectrofotométrico direto, através da conversdo do
guaiacol em tetraguaiacol a 470 nm, contendo 1,5 mL da solugdo com 1350 uL de guaiacol,

50 uL de perdxido de hidrogénio (0,1 M) e 100 uL do extrato enzimatico. A atividade de
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enzima foi expressa em pmol H.O, decomposto mg proteina min, e a absorbancia lida no
tempo 0, 30, 60, 90 e 120 segundos, realizadas em 10 amostras de cada tratamento.

3.11.4 B -1,3-Glucanase

A atividade da B-1,3-glucanase foi determinada conforme metodologia descrita por
Lever. (1972) com modificagdes de Honorato et al. (2015). O meio reacional constituiu de
230 pL de tampao acetato de so6dio 0,1 M (pH 5,0), 250 uL da solugdo de laminarina (4 mg
mL™) e 20 uL do extrato enzimatico e incubado a 45 °C por 30 minutos. Apds esse periodo,
foi acrescentado 500 pL de DNSA, em seguida submetida a banho fervente por 15 minutos,
seguindo com resfriamento em banho de gelo até a temperatura ambiente. As leituras
ocorreram em espectrofotdmetro a 540 nm e os resultados expressos em pmol de absorbancia

por mg* proteina mint.

3.11.5 Protease

A determinacdo da atividade proteolitica foi desenvolvida de acordo com a
metodologia de Alencar et al. (2003), iniciando com a adi¢do de 100 pL de azocaseina (1,0%
em tampao Tris-HCI 0,2 M, pH 7,2,) e 60 pL de extrato enzimatico. A mistura reacional foi
incubada durante 1 h a temperatura ambiente ao abrigo da luz, interrompida pela adi¢do de
480 uL de &cido tricloroacético (TCA) a 10% (p/v), seguida por centrifugacdo durante 10
minutos a 10000 rpm (4 °C). Foi utilizado 320 pL do sobrenadante e adicionou-se 560 pL
de NaOH (1 M) para posterior leitura em espectrofotémetro a 440 nm e os resultados

expressos em unidades de absorbancia por mg™ proteina min.

3.11.6 Fenilalanina amdnia liase

A atividade da fenilalanina aménia liase foi determinada seguindo metodologia
descrita por Zucker, (1968) com modifica¢fes. A mistura constituiu de 1 mL de tampéo Tris-
HCI 25 mM (pH 8,8); 500 pL de L-fenilalanina 100 mM e 25 pL do extrato enzimatico. A
mistura reacional permaneceu incubada por duas horas a 40 °C, interrompida com a adicao

de 50 puLL de HC1 6 M, para posterior leitura em espectrofotdmetro a 290 nm e os resultados



39
MEDEIROS, M. B.C. L Mecanismos Biogquimicos e Fisioldgicos ...

expressos em pmol de absorbancia por mg™ proteina min. A curva de calibracio foi

realizada empregando o &cido trans-cindmico nas concentragdes de 5-50 pg mL™.

3.11.7 Proteina total

Os valores de proteinas totais foram obtidos de acordo com a metodologia de
Bradford. (1976) com modificages, utilizando corante Coomassie Brillant Blue G-250 que
detecta quantidades minimas de proteinas em liquidos bioldgicos. Foi adicionado 50 pL de
extrato enzimatico e 1500 uL de reagente de Bradford para posterior leitura em
espectrofotometro a 595 nm. A curva de calibracdo foi realizada a partir de solugdes estoques
de soro albumina bovina (BSA) numa gama de concentragdo de 0-600 pug mL?™. A

concentracio foi expressa em mg mL™.

3.12 Analise estatistica

Os resultados para as variaveis fisiologicas como condutancia estomatica, clorofila
a,b e total, variaveis bioguimicas e severidade da doenca foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) comparado com o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (p <
0,05), empregando o software estatistico Sisvar, com o intuito de verificar o nivel de
significancia (FERREIRA, 2010).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A severidade das plantas de mandioca cv “Pai Anténio”, de acordo com a figura 7,
foi avaliada num intervalo de noventa dias apds a aplicacdo do patdégeno Scytalidium
lignicola. Foi possivel observar que houve diferenca significativa entre os tratamentos, com
aplicacdo dos indutores de resisténcia apos inoculacdo do fungo, se destacando o Controle
(dgua destilada), &cido aminobutirico (BABA) e acido salicilico (AS) com com a maior taxa
de severidade da doenca nas plantas de mandioca aos noventa dias.

Em relacdo aos tratamentos acibenzolar-S-metil (BION) e quitosana (Quit)
apresentaram os menores indices de proliferacdo da doenca podriddo radiculas, se
sobressaindo o Bion com o0 menor indice ao quarto e decimo quinto dia, comparando com o

tratamento controle. As plantas de mandioca demonstraram menor taxa de severidade da
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podriddo radicular ao quarto e décimo quinto dia em todos os tratametnos, sendo possivel
observar que a maior incidéncia da doenca ocorreu ao quadragésimo e nonagésimo dia, que
possivelmente pode ser acarretado a diversos fatores como a atuacdo de fitopatdgenos e

estresse ambiental no vegetal.
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Figura 7. Avaliacdo da severidade da parte aérea da mandioca cv. “Pai Antonio”, (SVR (%)
aerea), infectadas com Scytalidium lignicola CMM 1098 ap6s aplicacéo dos indutores de
resisténcia, no decorrer de 90 dias. Acido salicilico (AS); acido aminobutirico (BABA);
quitosana (Quit); Acibenzolar-S-metil (BION); controle (Cont). Medias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). Letras
mailsculas comparam as datas apds inoculacdo do fungo patogénico Scytalidium lignicola.
Letras minasculas comparam os tratamentos dentro de cada coleta.

Os resultados deste estudo corroboram com Serra et al. (2009) que ao avaliar
diferentes cultivares de mandioca observaram alta severidade da doenca causada por
Scytalidium lignicola. De acordo com Notaro et al. (2013) que estudaram sobre diferentes
patdgenos causadores da podriddo radicular da mandioca, ressaltaram que os isolados mais
prevalentes foram Fusarium solani e Scytalidium lignicola, apresentando uma alta
severidade na cultivar branquinha.

Em estudos conduzidos por Silva et al. (2013) avaliando a interferéncia da
incorporacdo da matéria organica no solo para o controle da podriddo negra da mandioca,
constataram que as plantas infestadas com o fungo patogénico Scytalidium lignicola
apresentaram valores de severidade variando de 0% a 100%, a qual apresenta valores
similares com os encontrados no presente trabalho.

A severidade da podridao radicular avaliada na raiz das plantas de mandioca cv “Pai

Antonio”, (Figura 8) aos noventa dias apresentou uma maior incidéncia da doenga para o
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tratamento controle (agua destilada), e acido aminobutirico (BABA), diferindo entre os
demais, para os indutores &cido salicilico (AS) e quitosana (Quit) ndo houve diferenca
significativa.

No entanto, o tratamento acibenzolar-S-metil (BION) se destacou, apresentou o
menor indice de severidade nas raizes das plantas de mandioca, seguindo da quitosana (Quit)
que também se sobressaiu com uma taxa ndo muito expressiva sobre a doenca em estudo,
provavelmente as plantas de mandioca pulverizadas com esses indutores de resisténcia

podem adquirir uma defesa para estresse biotico causado por esse fungo.
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Figura 8. Avaliagdo da severidade nas raizes de mandioca cv. “Pai Antonio”, (SVR (%)
raiz), infectadas com Scytalidium lignicola CMM 1098 ap0s aplicacdo dos indutores de
resisténcia, no decorrer de 90 dias. Acido salicilico (AS); acido aminobutirico (BABA);
quitosana (Quit); Acibenzolar-S-metil (BION); controle (Cont). Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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O uso de indutores de resisténcia vem sendo uma préatica como possivel alternativa
no manejo de doencas causadas por patdgenos radiculares (WHAN et al., 2008). Alguns
pesquisadores ressaltam que o fungo patogénico Scytalidium lignicola, pode desenvolver sua
atuacdo no solo através do tempo, e o indutor de resisténcia acibenzolar-S-metil (BION),
utilizado contra patdgenos do solo pode apresentar uma maior eficiéncia no controle desses
fungos apds quatro semanas de aplicacdo (ELMER et al., 2006; EVERTS et al., 2014), essas
respostas provavelmente justifica a acdo do BION sobre as plantas de mandioca avaliada aos
noventa dias ap0s sua aplicacdo nesse presente estudo.

Em pesquisas conduzidas por YAN et al. (2010) descobriram gue varios antifungicos
metabolitos, incluindo acido aminobutirico (BABA) para a defesa das plantas contribui com

0 estabelecimento de resisténcia sistémica para a podriddo seca em tubérculos de batata
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durante o armazenamento, este indutor é um agente de iniciagdo promissor para induzir
resisténcia efetiva contra doenga na pos-colheita, o que ndo foi constatado nas plantas de
mandioca com podridao radicular.

De acordo com a Figura 9, a atividade da enzima peroxidase avaliada durante o
periodo de noventa dias nas plantas de mandioca infectadas com Scytalidium lignicola,
observa-se que o &cido salicilico apresentou os resultados mais elevados para atividade
enzimatica da peroxidase, com maior expressividade ao quadragésimo dia comparando com
0 tratamento controle e sua menor taxa se expressou no quarto dia ap6s aplicacdodo indutor.
Com base nos resultados obtidos para a atividade dessa enzima, ha um aumento significativo,
em maior ou menor intensidade dependendo do tratamento, em relacdo a atividade da
peroxidase no decorrer do tempo.

Para os tratametnos contendo os indutores de resisténcia acido aminobutirico
(BABA), quitosana (Quit), Acibenzolar-S-metil (BION) e controle (Cont), apresentaram
valores similares entre si. Os maiores indices para a atividade da peroxidase foi observado
aos quadragesimo dia e 0s menores valores expressos no nonagesimo dia e quarto dia apds

inoculacédo do fungo patogénico.
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Figura 9. Atividade da peroxidase (POX) em folhas de mandioca cv. “Pai Antonio”,
infectadas com Scytalidium lignicola CMM 1098 apds pulverizacdo dos indutores de
resisténcia, no decorrer de 90 dias. Acido salicilico (AS); acido aminobutirico (BABA);
quitosana (Quit); Acibenzolar-S-metil (BION); controle (Cont). Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). Letras
maiusculas comparam as datas apés inoculacéo do fungo patogénico Scytalidium lignicola.
Letras minusculas comparam os tratamentos dentro de cada coleta.
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A enzima peroxidase (POX) é amplamente estudada na inducao de resisténcia devido
a correlacdo entre 0 aumento em sua atividade e a inducdo de respostas fisiologicas como a
hipersensiblizacdo, o processo de lignificacdo, suberizacdo e producdo de fitoalexinas
(BARROS et al., 2010).

O aumento da atividade enzimética nesse estudo poderé ser justificado devido esta
enzima ser responsavel por catalisar a oxidagcdo hidroxicinamica e polimerizacao de élcool
na presenca da peroxidase ao reforcar as paredes celulares da planta em resposta a ataques
de patégenos (ARRIETA-BAEZ; STARK, 2006). Silva et al. (2016) discutiram sobre a
aplicacdo de dois antagonistas para o controle da podriddo radicular da mandioca, e
constataram que houve aumento da atividade enzimatica, 0 que ocorreu nesse estudo
utilizando o fungo patogénico Scytalidium lignicola, o indutor de resisténcia acido salicilico
respondeu ao estresse acarretado as plantas.

De acordo com estudo realizado sobre o comportamento enzimatico da peroxidase,
Baysal et al. (2003) verificaram aumento da enzima POX ap0s aplicacdo do composto
acibenzolar-S-metil em plantas de tomate para protecdo contra a bactéria Clavibacter
michiganensis sbsp. Michiganensis. Assim como em outras pesquisas conduzidos por Silva
et al. (2007), com a aplicacdo de 0,05 g/L de BION em plantas de tomateiro ressaltaram que
reduziu a incidéncia de murcha, causado por Ralstonia solanacearum, devido a maior
atividade da enzima peroxidase.

Campo et al. (2004) avaliando a atividade de peroxidase na resisténcia do feijdo a
antracnose, ressaltaram que a atividade enzimatica foi significativamente maior nas plantas
tratadas com &cido salicilico e com o fungo indutor, resultados que confirma os dados
encontrados neste estudo com aplicacdo do AS sobre as plantas de mandioca. A planta reage
a infeccdo aumentando a producdo da enzima peroxidase e provavelmente estimula o
antagonista (CHRISTOPHER et al., 2010).

Na figura 10, pode ser observado a influéncia dos diferentes tratamentos na atividade
enzimatica da catalase apds acdo dos indutores de resisténcia. O tratamento com quitosana
(Quit), diferiu significativamente dos demais, apresentando 0s maiores resultados
principalmente aos noventa dias ap6s a inoculacdo do fungo patogénico quando comparado
com o tratamento controle, indicando uma sinalizacdo de resposta na defesa da planta.

As trés primeiras coletas ndo apresentaram diferenca significativa para os tratamentos
com aplicagdo dos indutores de resisténcia acido salicilico (AS), acibenzolar-S- metil

(BION) e quitosana (QUIT) comparando com os tratamentos acido aminobutirico
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(BABA) e controle (Cont), ao quais foram estatisticamente iguais para 0 comportamento da
atividade desta enzima. Esses fatores provavelmente ocorreram devido ao acumulo do

peréxido de hidrogénio até niveis toxicos, ocasionando ativacdo da enzima.

4 m15 m40 m 90

500
450
400
350
300

250
200

150
100 |
50

CAT [umol mg " prot. min]

AS BABA QUIT BION CONT

Figura 10. Atividade da catalase (CAT) em folhas de mandioca cv. “Pai Antdnio”,
infectadas com Scytalidium lignicola CMM 1098 apods pulverizagdo dos indutores de
resisténcia, no decorrer de 90 dias. Acido salicilico (AS); acido aminobutirico (BABA);
quitosana (Quit); Acibenzolar-S-metil (BION); controle (Cont). Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). Letras
mailsculas comparam as datas apds inoculacdo do fungo patogénico Scytalidium lignicola.
Letras minasculas comparam os tratamentos dentro de cada coleta.

A aplicagdo de quitosana em maiores taxas nas folhas de feijdo caupi promoveu
reducdo da fusariose causado por Fusarium oxysporum f. Sp. Tracheiphilum, e aumentou a
atividade da catalase nas plantas (BERGER et al., 2016). Esse mesmo indutor utilizado em
plantas de tomate influenciou o aumento da catalase (ORTEGA-ORTIZ et al., 2007),
resultados similares com o presente estudo.

A catalase atua como sinalizador na resposta de defesa da planta pela ligacdo cruzada
de proteina estrutural ou fendlica, além de degradar o peroxido de hidrogénio (RESENDE
et al., 2003). O aumento na atividade de enzimas antioxidantes como a catalase pode
demonstrar uma protecéo da planta contra o ataque do patégeno, podendo ser interligado a
adaptacdo, contribuindo na reducdo dos niveis toxicos do perdxido de hidrogénio

(KARUPPANAPANDIAN et al., 2011).
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De acordo com a figura 11, pode-se observar que houve um aumento na atividade da
enzima polifenoloxidase frente a aplicagdo dos indutores de resisténcia, apresentando
valores significativos, com destaque para o tratamento acido aminobutirico (BABA) e
controle (CONT), que apresentaram as maiores taxas de atividade desta enzima ao
nonagesimo dia apds inoculacdo do patdgeno. Os menores indices da atividade enzimatica
foram observados ao décimo quinto dia em todos tratamentos. As taxas de atividade da
enzima polifeloxidase foi similar com apds a aplicacdo dos diferentes indutores de

resisténcia abioticos para a cultura da amandioca.
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Figura 11. Atividade da polifenoloxidase (PFO) em folhas de mandioca cv. “Pai Antdnio”,
infectadas com Scytalidium lignicola CMM1098 apds pulverizacdo dos indutores de
resisténcia, no decorrer de 90 dias. Acido salicilico (AS); acido aminobutirico (BABA);
quitosana (Quit); Acibenzolar-S-metil (BION); controle (Cont). Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). Letras
mailsculas comparam as datas apds inoculacdo do fungo patogénico Scytalidium lignicola.
Letras minusculas comparam os tratamentos dentro de cada coleta.

De acordo com Campos et al. (2004), a polifenoloxidase esta associada ao surgimento
de lesbes e a fixacdo do patdgeno que acarreta oxidacdo dos fendis presentes no ferimento
das plantas em o-quinonas ou polimeros pela acdo enzimatica havendo estimulo a biossintese
de oxidacdo destes fendis em um aumento da atividade desta enzima, o que possivelmente

pode ter ocorrido para a atividade enzimatica utilizando o indutor de resisténcia acido
aminobutirico (BABA).
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As plantas de mandioca quando submetidas ao tratamento &cido salicilico
expressaram uma reducdo na atividade da polifenoloxidase, esse comportamento pode ser
explicado através de Sanchez et al. (2000) que ressalvam sobre a reducgdo dessa atividade
enzimatica através da presenca de patdgenos nas plantas infectadas, provavelmente o indutor
de resisténcia ndo foi eficiente para a reducéo da severidadae da doenca sobre as plantas.

Ngadze et al. (2011) estudaram os mecanismos da atividade da PFO e relacionaram
0 aumento da atividade enziméatica com a maior resisténcia de tubérculos de batata a
Pectobacterium atrosepticum, esse mesmo comportamento ocorreu nas plantas de mandioca
submetidas ao tratamento com acido aminobutirico no presente estudo. A polifenoloxidase
apresenta mecanismos de defesa dos hospedeiros a patdgenos (ROSSITER et al., 2008).

O acido aminobutirico (BABA) desempenha um papel fundamental para estimular a
acdo oxidativa no ambiente celular do vegetal durante os estagios iniciais da infecgéo e
também mantendo o oxidante abaixo dos niveis toxicos em estadios avangados de infec¢édo
atraves da regulacdo da atividade da enzima catalase e polifenoloxidase (CHAVAN et al.,
2013). Portanto, as plantas apresentam sistemas enzimaticos antioxidantes que formam uma
importante defesa primaria contra os radicais livres gerados sob condi¢Ges de estresse,
podendo ocorrer um aumento da atividade enziméatica (CARNEIRO et al, 2011).

O monitoramento da enzima p3-1,3- glucanase das plantas infectadas com Scytalidium
lignicola apds pulverizagdo dos indutores de resisténcia, no decorrer de 90 dias (Figura12),
demonstraram que a quitosana apresentou a maior taxa na atividade enzimatica da B-1,3-
glucanase ao quadragésimo dia, comparando com o tratamento controle. Para os tratamentos
acido aminobutirico (BABA), quitosana (QUIT) e controle (CONT) ndo houve significancia
nas taxas de atividade enzimatica ao quarto e décimo quinto dia de avaliacdo, observando o

menor indice dessa atividade comparando com 0s demais tratamentos.
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Figura 12. Atividade da B-1,3 glucanase em folhas de mandioca cv. “Pai Antonio”,
infectadas com Scytalidium lignicola CMM 1098 apods pulverizagdo dos indutores de
resisténcia, no decorrer de 90 dias. Acido salicilico (AS); acido aminobutirico (BABA);
quitosana (Quit); Acibenzolar-S-metil (BION); controle (Cont). Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). Letras
maiusculas comparam as datas apos inoculacdo do fungo patogénico Scytalidium lignicola.
Letras minusculas comparam os tratamentos dentro de cada coleta.

Por sua vez, a atividade da enzima [-1,3-glucanase foi aumentada com a aplicagéo
de 2 mM de acido salicilico em sementes de beterraba, esses resultados demonstram que o
SA é capaz de induzir resisténcia nas plantas de beterraba por ativagdo da B-1,3 glucanase,
enzima que também atua sobre a agdo fungitoxica no patégeno (BERTONCELLI et al.,
2016). A aplicacdo de 0,01 M de AS nas plantas de feijao no estagio V2, também contribuiu
para um aumento na atividade da enzima -1,3-glucanase, resultando em menor severidade
da doenca causada pelo o fungo Colletotrichum lindemuthianum (CAMPOS et al., 2009).

A atividade da fenilalanina amonia liase (FAL) em folhas de mandioca cv. “Pai
Ant6nio”, infectadas com Scytalidium lignicola, de acordo com figura 13, demonstrou que
houve diferenca significativa entre os periodos de coletas e os tratamentos em estudo.
Entretanto, foi possivel identificar a correlacdo dos indutores de resisténcia e o seu efeito na
atividade dessa enzima, destacando a quitosana que apresentou 0S maiores taxas
enzimasticas aos quadragésimo dia, reduzindo consideravelmente aos noventa dias apos
inoculacdo do patdgeno nas plantas de mandioca.

A atividade da FAL foi similar nos tratamentos acido salicilico (AS), é&cido

aminobutirico (BABA) e controle (CONT), expressando valores maiores na taxa da
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atividade enzimética aos noventa dias apds inoculacdo do fungo. Com o tratamento
acibenzolar-S-metil (BION), constatou-se a menor taxa da atividade da enzima em todas as
coletas realizadas.
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Figura 13. Atividade da fenilalanina amonia liase (FAL) em folhas de mandioca cv. “Pai
Antdnio”, infectadas com Scytalidium lignicola CMM 1098 apos pulverizacao dos indutores
de resisténcia, no decorrer de 90 dias. Acido salicilico (AS); &cido aminobutirico (BABA);
quitosana (Quit); Acibenzolar-S-metil (BION); controle (Cont). Medias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). Letras
mailsculas comparam as datas apds inoculacdo do fungo patogénico Scytalidium lignicola.
Letras minasculas comparam os tratamentos dentro de cada coleta.

A resisténcia sistémica nas plantas acarreta acimulo de fitoalexinas e assim o
aumento de enzimas como fenilalanina aménia liase relacionadas as vias metabolicas que
também fazem parte dos mecanismos de defesa do hospedeiro (HE et al., 2002). A producao
de fenilalanina amdnia liase € induzida em células adjacentes ao local de infec¢do por
diferentes estimulos ambientais, como, lesdes, contaminacdo por metais pesados,
reguladores de luz e crescimento além de ser regulada durante o crescimento da planta como
infeccdo (RAHMAN; PUNJA, 2005).

A alta atividade da enzima fenilalamina aménia liase, esta relacionado com a
biossintese de metabdlitos ativos como fitoalexinas, fendis, ligninas e acidos salicilicos nas
vias de defesa da planta para a prevencao ao estresse abiotico ou bidtico acarretado as plantas
(GUIMARAES et al., 2015). Baysal et al. (2003) e Macagnan et al. (2008), demonstraram
que as alteracOes na atividade de enzimas chave, como fenilalanina aménia liase, permitem

monitorar a resisténcia induzida em plantas, quando expostas a agentes patogénicos.
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Segundo Almeida et al. (2012) a atividade de fenilalanina amonia liase elevada indica
um aumento na producéo dos metabolicos secundarios de origem fendlica que participam da
constituicdo da estrutura celular, uma vez que, essa enzima desempenha papel importante na
producéo de precursores de diversos compostos que se acumulam quando na presenca de
infeccdo, dentre os quais a lignina. Bautista-bafios et al. (2006) explicaram que a quitosana
atua na transcricao e traducdo de genes de defesa e ativacdo de proteinas relacionadas ao
controle de patégenos ativando a FAL e como consequéncia o aumento na formagdo dos
compostos fendlicos, resultados que possivelmente justifica o aumento da atividade da FAL
apos aplicacdo de quitosana sobre as plantas de mandioca nesse estudo.

O comportamento da atividade proteolitica em folhas de mandioca cv. “Pai Anténio”,
infectadas com S. lignicola apds a pulverizacdo dos indutores de resisténcia conforme
representa a figura 14, ressalva que os tratamentos contendo acido salicilico (AS), acido
aminobutirico (BABA) e quitosana (QUIT), apresentaram valores similares.

Para o tratamento acibenzolar-S-metil (BION), foi possivel observar as menores
taxas de atividade proteolitica, se destacando principalmente ao quarto e quadragésimo dia
apos aplicacdo dos indutores de resisténcia. Provavelmente, as plantas de mandioca
expressaram 0s menores valores sobre a enzima ao quarto e quadragesimo dia como resposta
de defesa ao ataque do fungo patogénico nas células vegetais, sendo notério o aumento dessa

atividade ao décimo quinto e nonagésimo dia apos a inoculacdo do fungo nas plantas.
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Figura 14. Atividade da protease em folhas de mandioca cv. “Pai Antonio”, infectadas com
Scytalidium lignicola CMM 1098 ap0s pulverizagdo dos indutores de resisténcia, no decorrer
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de 90 dias. Acido salicilico (AS); acido aminobutirico (BABA); quitosana (Quit);
Acibenzolar-S-metil (BION); controle (Cont). Médias seguidas pela mesma letra nédo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P <0,05). Letras maidsculas comparam
as datas apos inoculacdo do fungo patogénico Scytalidium lignicola. Letras mindsculas
comparam os tratamentos dentro de cada coleta.

As enzimas tendem a aumentar sua atividade de acordo com o comportamento das
plantas sobre seu sistema enzimatico antioxidante que constituem uma importante defesa
primaria contra os radicais livres gerados sob condigdes de estresse (CARNEIRO et al,
2011).

De acordo com Viecelli et al. (2010) a degradacdo proteica sinalizada pelo aumento
ou diminuicdo da atividade proteolitica pode ser um indicativo para a producao de todas as
enzimas envolvidas nos mecanismos de defesa, 0 processo degradativo € necessario para
ocasionar um equilibrio entre o metabolismo e 0s custos metabolicos. As proteases
apresentam um amplo espectro de funcGes fisiologicas desempenhando importéancia na
conducdo de funcdes regulatorias e metabolicas estando presente nos mais diversos
organismos (STANGARLIN et al., 2011).

A conduténcia estomatica para a cultura da mandioca conforme demostra a figura 15,
apresenta os menores valores em todos os tratamentos no nonagesimo dia apés aplicacao dos
indutores de resisténcia. Esses resultados estdo provavelmente envolvidos devido a
severidade da podriddo radicular na cultura da mandioca, seguindo com valores similares
para os tratamentos acibenzolar-S-metil (BION) e acido aminobutirico (BABA). O maior
indice de condutancia estomatica foi observado no quarto dia para o trataemtno controle

(CONT) e nonagesimo dia para acido salicilico (AS) e quitosana (QUIT).
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Figura 15. Avaliacdo de condutancia estomatica em mandioca cv. “Pai Antdnio”, infectadas
com Scytalidium lignicola CMM 1098 apds aplicacdo dos indutores de resisténcia, no
decorrer de 90 dias. Acido salicilico (AS); &cido aminobutirico (BABA); quitosana (Quit);
Acibenzolar-S-metil (BION); controle (Cont). Médias seguidas pela mesma letra nédo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P <0,05). Letras maidsculas comparam
as datas apos inoculacdo do fungo patogénico Scytalidium lignicola. Letras minusculas
comparam os tratamentos dentro de cada coleta.

As plantas de mandioca apresentam caracteristicas a tolerdncia a seca (EL-
SHARKAWY et al.,, 1989) e possuem um controle estomatico altamente eficiente em
situacdo de déficit hidrico e estresse patogénico, a planta fecha os estébmatos diminuindo a
condutancia estomatica, conservando o potencial hidrico da folha por um periodo mais
longo, tornando-se similar as plantas com auséncia de estresse (EL-SHARKAWY, 2006), 0
que retarda a desidratacdo e murchamento das folhas (TAIZ; ZEIGER, 2004).

De acordo com Lago et al. (2011) avaliando o controle estomatico em diferentes
cultivares de mandioca cultivadas em solos com mudancas na demanda evaporativa da
atmosfera, ressaltaram que algumas cultivares foram mais eficientes em solo com baixa
quantidade de &gua, entretanto as plantas permaneceram com os estdmatos abertos, o que
permite a entrada de CO2 na camara subestomatica. Outras cultivares de mandioca sao
capazes de reduzir a abertura estomatica, mesmo em baixa demanda atmosférica, fato que
restringe o influxo de CO: na folha, o que possivelmente ocorreu com a cultivar “Pai
Antdnio” aos noventa dias durante a condug@o deste experimento.

A condutancia estomatica (gs) esta relacionada com a abertura dos estdbmatos, ou
seja, a resisténcia associada a difusdo de CO: pela abertura desses estdmatos no vegetal

(SILVEIRA, et al., 2013), que também é alterada em eventos extremos como, alteracbes
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ambientais ou herbivoria (SCHAFER, 2011). De acordo com Silva et al. (2005) o horéario de
abertura dos estbmatos e a maior densidade estomatica podem proporcionar maior
resisténcia a doencas das plantas.

As plantas manifestaram seu potencial produtivo em condicdes de precipitacdo anual
maior que 600 mm e sob alta radiagéo solar (EL-SHARKAWY, 2004), condic¢bes que ndo
foram registradas no ciclo final da cultura da mandioca nesse estudo. A mandioca apresenta
controle estomatico eficiente sobre as trocas gasosas, a fim de reduzir as perdas de agua
quando sdo sujeitas a déficit hidrico ou a altas demandas evaporativas da atmosfera,
protegendo assim as folhas de uma desidratacdo severa (EL-SHARKAWY, 2007).

O é&cido salicilico € um horménio capaz de induzir a resisténcia ao estresse abiotico
quando estar relacionada a outros mecanismos, podendo evitar a degradacao de rubisco ou

aumentar os niveis de PEP (fosfoenolpiruvato e carboxilase), ambos as quais melhoram a
fotossintese sem afetar os estdmatos das plantas (JANDA et al., 2014), diante de importancia
para 0s paramentos fisiologicos, o acido salicilico apresentou efeito significativo sobre a
condutancia estomatica, proporcionando uma maior abertura dos estomaticos ao
quadragésimo dia, 0 que pode ser justificado como uma reducao no estresse para o vegetal.

Como os estdmatos sdo poros da epiderme, 0s agentes patogénicos podem entrar sem
ser questionados, apds um ataque por um patodgeno, os niveis de &cido salicilico endégenos
sdo aumentados para induzir SAR, promovendo um aumento nos niveis enddgenos de AS e
consequentemente o fechamento estomatico. Este fechamento provavelmente é causado pela
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que é induzida pelo o acido salicilico
(MELOTTO et al., 2006).

Com relacdo a figura 16, constatou-se que houve diferenca significativa para clorofila
a em todos os tratamentos avaliados, apresentando o menor indice ao nonagésimo dia apds
aplicacdo do fungo patogénico e os indutores de resisténcia. O tratamento acido
aminobutirico (BABA) se sobressaiu apresentando os maiores indices de clorofila a
comparando com os demais, seguindo com valores similares para o tratamento acibenzolar-
S-metil (BION). Para os indutores de resiténcia acido salicilico (AS); quitosana (Quit); e
controle (Cont) observou-se significancia em todos os resultados obtidos, porém, os teores
de clorofila mais baixos corresponderam ao quarto, décimo quinto e nonagésimo dia.

Essa tendéncia na reducédo de clorofila a ocorreu provavelmente pela maturidade do
vegetal ou maior estresse ocasionado devido a severidade da doenca nas plantas de

mandioca, podendo ser atribuida a senescéncia foliar que ocorre na maioria das plantas
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quando sdo expostos ao estresse bidtico ou abidtico, levando a perda da coloracdo verde e

consequentemente a reducgdo dos niveis de clorofila a.
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Figura 16. Teores de clorofila aem mandioca cv. “Pai Antdnio”, infectadas com Scytalidium
lignicola CMM 1098 ap6s aplicagao dos indutores de resisténcia, no decorrer de 90 dias.
Acido salicilico (AS); &cido aminobutirico (BABA); quitosana (Quit); Acibenzolar-S-metil
(BION); controle (Cont). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (P <0,05). Letras maitsculas comparam as datas apds inoculagéo
do fungo patogénico Scytalidium lignicola. Letras minusculas comparam os tratamentos
dentro de cada coleta.

A andlise da fluorescéncia da clorofila a € utilizada para compreender os mecanismos
da fotossintese e na avaliacdo da capacidade fotossintética alterada por estresses bidticosou
abidticos ocasionado as plantas, como temperatura, umidade e precipitacdo (OLIVEIRA et
al., 2002). o qual esses fatores como as condigdes climaticas provavelmente apresentaram
interferéncia sobre a clorofila a avaliada nas plantas de mandioca nesse estudo. A avaliacdo
da fluorescéncia da clorofila é capaz de monitorar a atividade fotoquimica da fotossintese,
assim como outras técnicas com auxilio de imagens que podem ser utilizadas para detectar
alteracdes em folhas infectadas por patdgenos (SILVEIRA et al., 2015).

De acordo com a figura 17 os teores de clorofila b ndo diferiu estatisticamente entre
os tratamentos acido salicilico (AS), quitosana (QUIT) e acido aminobutirico (BABA). Para
os tratamentos e acibenzolar-S-metil (BION) e Controle (CONT) apresentou 0s menores
indices de clorofila b, se sobressaindo nas coletas realizadas ao nonagésimo dia apos

inoculacdo do fungo patogénico nas plantas de mandioca. Esses comportamento da clorofila
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b sobre as plantas provavelmente podera ser justificado pela presenca da podriddo radicular

sobre o vegetal.

4 ml15 m40 m90

18,00 -
| SAaABaA  abA
~ 1500 ab’ TabA
3 bA bB
S 12,00 - L
(@)]
=
= 9,00 -
P
S 6,00
S
© 300
0,00 A

AS BABA QUIT BION CONT

Figura 17. Teores de clorofila b em mandioca cv. “Pai Antonio”, infectadas com Scytalidium
lignicola CMM 1098 ap6s aplicacéo dos indutores de resisténcia, no decorrer de 90 dias.
Acido salicilico (AS); &cido aminobutirico (BABA); quitosana (Quit); Acibenzolar-S-metil
(BION); controle (Cont). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (P <0,05). Letras maitsculas comparam as datas apos inoculagéo
do fungo patogénico Scytalidium lignicola. Letras minusculas comparam os tratamentos
dentro de cada coleta.

Martel e Qaderi. (2016) destacaram que as plantas cultivadas em temperaturas mais
elevadas apresenta clorofila b significativamente maior do que as plantas cultivadas em
temperaturas mais baixas, o que possivelmente pode ter influenciado na reducéo de clorofila
avaliada nesse estudo. Cardoso Junior et al. (2005) estudaram sobre a utilizacdo de
nitrogénio no solo e observaram que ndo proporcionou aumento no teor de clorofila b no
vegetal, o que talvez justifigue o comportamento ndo significativo da clorofilab nas plantas
de mandioca conduzidas em solo autoclavado e com auséncia de nitrogénio, mesmo
submetidas a tratamentos com indutores de resiténcia.

Para as avaliacdes da clorofila total nas plantas de mandioca conforme a figura 18,
observa-se que ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos, porém apresentaram
comportamento similar. No entanto, houve significancia no que se refere ao periodo de
coleta, sendo os menores indices dos teores de clorofila total apresentado no nonagésimo dia
apos inoculacdo do fungo patogénico nas plantas para os tratamentos acido salicilico (AS),
acido aminobutirico (BABA), acibenzolar-S-metil (BION) e Controle (CONT). Em relagédo

ao indutor de resisténcia quitosana (QUIT) se destacou com os maiores indices de clorofila
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total sobre as plantas de mandioca e os menores valores encontrado para clorofila total foi
destacado no tratamento acibenzolar-S-metil (BION).

As plantas sofrem por diferentes tipos de estresse, seja ambiental ou patogénico, o
que provavelmente influenciou para esse comportamento no teor de clorofila total, pois no
quadragésimo e nonagésimo dia de avaliagdo ocorreu uma incidéncia significativa da
podriddo radicular na mandioca, prejudicando o desenvolvimento vegetativo causado
principalmente por maior senescéncia, reduzindo a coloragéo esverdeada no vegetal, o que

interfere no processo fotossintético.
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Figura 18. Teores de clorofila total em mandioca cv. ‘“Pai Antonio”, infectadas com
Scytalidium lignicola CMM 1098 apos aplicagdo dos indutores de resisténcia, no decorrer
de 90 dias. Acido salicilico (AS); acido aminobutirico (BABA); quitosana (Quit);
Acibenzolar-S-metil (BION); controle (Cont). Médias seguidas pela mesma letra néo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P <0,05). Letras maiusculas comparam
as datas apos inoculacdo do fungo patogénico Scytalidium lignicola. Letras mindsculas
comparam os tratamentos dentro de cada coleta.

A resposta do teor de clorofila em plantas de feijdo a aplicacdo de diferentes
concentracdes de guitosana apresentaram maior teores de clorofila a, clorofila b e clorofila
total, utilizando a concentracdo de 2,5%, em estudo conduzidos por Sheikha. (2011).
Enguanto, Phothi e Theerakarunwong (2017) ressaltaram que as plantas sem aplicacdo do
indutor de resisténcia quitosana, mostram reducdo do teor de clorofila, resultados
semelhantes ao desse estudo.

Os valores referentes a massa fresca da parte aérea (MFPA) e massa seca da parte
aérea (MSPA) das plantas de mandioca ndo diferiu estatisticamente entre os tratamentos. No

entanto, os indutores de resisténcia acibenzolar-S-metil (BION) e quitosana (Quit)
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pulverizados sobre as plantas apresentam maiores valores de fitomassa fresca e seca
produzida aos noventa dias apés inocula¢do do patégeno. Os menores valores de fitomassa
fresca e seca de mandioca foi observado no tratamento controle (Cont), enquanto que o acido
salicilico (AS) e &cido aminobutirico (BABA) apresentaram valores similares (Figura 19A
e B).
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Figura 19. Determinacdo da massa fresca da parte aérea (MFPA) (A) e massa seca da parte
aerea (MSPA) (B) em plantas de mandioca apds aplicagao de Scytalidium lignicola CMM
1098 e pulverizacdo dos indutores de resisténcia, aos 90 dias. Acido salicilico (AS); acido
aminobutirico (BABA); quitosana (Quit); Acibenzolar-S-metil (BION); controle (Cont).
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(P <0,05).

A producdo de biomassa em plantas diminui linearmente com o aumento do CO:
(GLEADOW et al., 2009). A mandioca, ao contrario da maioria das culturas agricolas ndo
se beneficiaria com o aumento da concentracdo de CO; atmosférico, ou seja, com altas
temperaturas, devido sua rusticidade a diferentes condigdes ambientais (STRECK, 2005).
Como neste experimento o déficit hidrico e o sombreamento ndo foram fatores limitantes ao
metabolismo das plantas de mandioca, possivelmente esses resultados estdo atribuidos ao
efeito dos indutores de resisténcia sobre 0 comportamento vegetativo das plantas.

A quitosana é um indutor de resisténcia que representa uma importancia significativa
para 0 aumento da fotossintese nas plantas, além de promover e aumentar 0 crescimento

vegetativo, estimular a absorcdo de nutrientes, aumentar a germinagdo e a brotacao



MEDEIROS, M. B.C. L Mecanismos Biogquimicos e FisiolégicosS.T
contribuindo também para um maior vigor das plantas, o que acarreta em um maior acimulo
de matéria fresca vegetal (RABBI et al., 2016).

De acordo com Barbosa et al. (2008) o acibenzolar-S-metil é um indutor quimico de
resisténcia que pode resultar em custo fisiologico e reduzir pardmetros relacionados a
produtividade, como peso fresco e seco da parte aérea do vegetal. O acido salicilico é um
exdgeno responsavel por aumentar todos os aspectos do crescimento das plantas,
proporcionando, no entanto, maior acimulo de massa fresca e seca da parte aérea das plantas
(MARTEL E QADERI. 2016).

A figura 20A apresenta diferenca significativa para massa fresca da raiz (MFRAIZ)
e massa seca da raiz (MSRAIZ) (Figura 20B) nas plantas de mandioca com os diferentes
tratamentos estudados, sendo possivel analisar que a quitosana (Quit) se destacou com a
menor taxa de massa fresca e seca das raizes das plantas de mandioca avaliada aos noventa
dias apds aplicacdo do fungo patogénico Scytalidium lignicola. Em relagéo aos tratamentos
acido salicilico (AS), acido aminobutirico (BABA), acibenzolar-S-metil (BION) e controle

(Cont), ndo houve estimativa significativa para os parametros avaliados.
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Figura 20. Determinacdo da massa fresca da raiz (MFRAIZ) (A) e massa seca da raiz
(MSRAIZ) (B) em plantas de mandioca apds aplicacdo de Scytalidium lignicola CMM 1098
e pulverizacdo dos indutores de resisténcia, aos 90 dias. Acido salicilico (AS); &cido
aminobutirico (BABA); quitosana (Quit); Acibenzolar-S-metil (BION); controle (Cont).
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(P <0,05).
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E importante salientar que a taxa de transpiracdo depende da umidade do solo, bem
como do enraizamento em profundidade e da densidade da area da raiz (MANZONI et al.,
2013). O que possivelmente pode ter interferido no crescimento radicular das plantas de
mandioca nesse estudo, ou seja, a raiz atingiu o contato com o vaso, corroborando para um
maior estresse, bem como a redu¢do de umidade afetando o desenvolvimento das raizes das
plantas aos noventa dias.

A quitosana pode desempenhar um papel importante para o crescimento e a
produtividade de Phaseolus vulgaris cultivadas sob condicfes de estresse hidrico, onde
possivelmente estd envolvido a producdo de varios metabdlitos que causa reducdo na
transpiracdo, assim, maior concentracao de dgua sera disponivel paraum melhor crescimento
e producdo vegetal (ABU-MURIEFAH, 2013).

Estatisticamente ndo ocorreu diferenca significativa em relacdo a diametro do caule
(Figura 21A) e altura das plantas de mandioca (Figura 21B) apos aplicacdo dos indutores de
resisténcia em estudo, &cido salicilico (AS), &cido aminobutirico (BABA), quitosana (Quit),
acibenzolar-S-metil (BION) e controle (Cont) avaliada aos noventa dias ap0s inoculacdo do
fungo patogénico Scytalidium lignicola, as plantas de mandioca apresentaram
comportamento similar em todos os tratamentos. Esses valores pode ser justificada
possivelmente por fatores de estresse proporcionado as células vegetais das plantas durante
a conducdo do experimento, pois aos noventa dias constatou-se uma maior severidade da

podrid&o radicular comprometendo o desenvolvimento vegetativo das plantas.



59

MEDEIROS, M. B.C. L Mecanismos Biogquimicos e Fisioldgicos ...
10 1~
A
a a

= 81 a 4
g a
=
(=]
g2 4
.“Q.E

2 -

0

AS BABA QUIT BION CONT

40 a a B
e 2 . a
::/ 30 A
&
< 20
< 10 -

0

AS BABA QUIT BION CONT

Figura 21. Avaliacdo do diametro do caule (A) e Altura das plantas de mandioca (B), apos
aplicagdo de Scytalidium lignicola CMM 1098 e pulverizacdo dos indutores de resisténcia,
aos 90 dias. Acido salicilico (AS); acido aminobutirico(BABA); Acibenzolar-S-metil
(BION); controle (Cont). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).

O crescimento vegetal depende da divisdo e expansdo de suas células, sendo esta
Gltima condicionada a pressdo de turgéncia, processo afetado pela baixa disponibilidade de
agua no solo ou pelo excesso de transpiracdo (SANTOS et al., 2014). Deuner et al. (2011)
afirmaram que em condicdes de estresse abidtico, € necessaria a rapida eliminacdo das
espécies reativas de oxigénio pelas enzimas oxidativas. De acordo com a capacidade de
toleréncia, da intensidade e duracdo do estresse as plantas mostram alteragdes metabdlicas e
de crescimento em diferentes niveis (PATANE et al., 2016).

A aplicacdo de quitosana influencia significativamente sobre caracteres morfol6gicos
e fisioldgicos nas plantas como altura e didmetro (RABBI et al., 2016). Este polimero
contribui para o crescimento das plantas, além de ser considerada como uma substancia
pesticida usado para resisténcia a doenca das plantas reduzindo o estresse causado por
infeccdo (VAN et al., 2013). O (BABA) ndo s6 induz resisténcia a fatores de estresse, mas
também pode estimular ou inibir o crescimento e o desenvolvimento das plantas (PIEKNA-

GROCHALA e KEPCZYNSKA, 2013).
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Os diferentes indutores de resisténcia pulverizados nas plantas de mandioca ap6s a
inoculacdo do fungo patogénico Scytalidium lignicola, foi possivel diagnosticar que a area
foliar das plantas apresentou valores significativos, conferindo os maiores indices para 0s
tratamentos &cido salicilico (AS), acibenzolar-S-metil (BION) e controle (CONT), se
destacando fotossinteticamente ativa por planta ao longo de todo o ciclo da cultura durante
a conducdo do experimento. Os tratamentos acido aminobutirico (BABA), quitosana (Quit)
apresentaram os menores indices, ndo diferindo estatisticanete entre si, conforme
representado na figura 22A.

O namero de folhas por plantas avaliada na cultura da mandioca (Figura 22B) néao
foi significativo estatisticamente entre os tratamentos em estudo, podendo ser influenciado
por alguns estresses ocasionado a planta durante a conducdo do experimento, pois aos
noventa dias a severidade da podriddo radicular da mandioca interferiu drasticamente no
desenvolvimento vegetativo das plantas, o que possivelmente interferiu na reducdo do

numero de folhas expostas.
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Figura 22. Determinacdo da area foliar (A) e nimero de folhas por planta da mandioca (B)
apos aplicacdo de Scytalidium lignicola CMM 1098 e pulverizagcdo dos indutores de
resisténcia, aos 90 dias. Acido salicilico (AS); &cido aminobutirico (BABA): quitosana
(Quit); Acibenzolar-S-metil (BION); controle (Cont). Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Em relacdo aos efeitos das EROs sobre o nimero de folhas por plantas e a area foliar
em condicBes de estresses abidticos, € necessaria uma eliminacdo dessas espécies reativas
pelas enzimas antioxidativas para impedir a reducdo do crescimento e da produtividade do
vegetal (DEUNER et al.,, 2011). Ocorre uma diminuigdo significativa da capacidade
fotossintética do vegetal, bem como a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
(SILVA et al., 2011).

As plantas de mandioca quando submetidas a estresse tende a aumentar a formacao
de novas folhas com maiores taxas fotossintéticas, pois a reducdo na area foliar auxilia na
conservacao da agua (EL-SHARKAWY, 1993). Além disso, a area foliar € um dos fatores
preponderante na reacdo fotoquimica e na fixacdo de carbono o que afeta o crescimento da
planta e a biomassa (PHOTHI e THEERAKARUNWONG, 2017).

Em estudos realizados por Shailasree et al. (2001), constataram que plantas cultivas
a partir de sementes embebidas em 50 Mm da solugéo de acido aminobutirico (BABA),
prevalece o maior peso fresco e uma maior area foliar das plantas, além de proporcionar um
florescimento rapido. Durante o crescimento das plantas de batata, a aplicacdo via foliar com
BABA aumentou o rendimento de tubérculos e o nimero de folhas por planta (OLIVIERI et
al., 2009).

Para comprimento das raizes de mandioca aos noventa dias apés inoculacéo do fungo
patogénico Scytalidium lignicola, ocorreu diferenca estatisticamente significativa entre os
tratamentos, conforme apresenta a figura 23A, constatando o maior resultado com o uso do
indutor acibenzolar-S-metil (BION), comparando com o controle, seguindo com valores
similares para os tratamentos acido salicilico (AS). Os indutores de resisténcia quitosana
(Quit), acido aminobutirico (BABA) e controle (CONT) ndo doferiram estatisticamente.

O namero de raizes por planta de mandioca observado na figura 23B foi significativo
para 0s tratamentos em estudo apds a inoculacdo do fungo patogénico nas plantas, onde foi
possivel constatar que o tratamento acibenzolar-S-metil (BION) se sobressaiu entre 0s
demais, constatando uma maior quantidade de raizes por planta aos noventas dias apds
inducdo de resisténcia, comparando com o tratamento controle. Os indutores de resisténcia,
acido salicilico (AS), acido aminobutirico (BABA), quitosana (Quit) e controle (Cont) ndo

constatou efeito significativo.
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Figura 23. Avaliacdo do comprimento da raiz (A) e nimero de raiz por planta (B), apos
aplicagdo de Scytalidium lignicola CMM 1098 e pulverizacdo dos indutores de resisténcia,
aos 90 dias. Acido salicilico (AS); acido aminobutirico (BABA); quitosana (Quit);
Acibenzolar-S-metil (BION); controle (Cont). Médias seguidas pela mesma letra néo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Apos a inducdo de resisténcia, as plantas sdo capazes de estabelecer uma condicéo
fisiologica Unica, respondendo mais rapido e efetivamente quando sdo expostas a varios
estresses bioticos e abioticos, apresentando caracteristicas como a modificacdo genética e
bioguimica que surge como resultado de exposicao ao estresse vegetal (BRUCE et al., 2007),
com isso, as plantas de mandioca submetidas ao estresse biotico através do fungo patogénico
Scytalidium lignicola corresponderam a diferentes comportamentos mesmo com a aplicacéo

dos indutores de resisténcia abidticos.
5. CONCLUSOES
1 Ocorre reducdo na severidade dos sintomas da podriddo radicular da mandioca

avaliada na raiz e parte aérea das plantas quando sdo tratadas com indutores de

resisténcia abioticos acibenzolar-S-metil (BION).
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2. O tempo de estresse patogénico influenciou os mecanismos bioquimicos e
fisioldgicos estudados, evidenciando que aos noventa dias o desenvolvimento das
plantas de mandioca foram afetados pela severidade da podriddo radicular através do

fungo patogénico Scytalidium lignicola.

3. As plantas tratadas com os diferentes indutores abidticos ao longo do periodo de
avaliagdo apresentam um melhor desenvolvimento vegetativo com maior qualidade

fisiologica e uma resisténcia sistémica induzida sobre as plantas de mandioca.
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