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RESUMO

O feijdo caupi é uma das principais fontes de renda do Norte/Nordeste. Porém o mesmo pode ser
afetado por uma diversidade de fitopatogenos podendo prejudicar na producédo e produtividade.
Atualmente, é comum o uso de indutores de resisténcia como meio de combater esse ataque de
micro-organismos. Este trabalho teve como objetivo avaliar indutores de resisténcia, assim como
0s mecanismos bioquimicos no controle da antracnose do feijdo caupi (Vigna unguiculata L.
Walp.). Foi realizado um teste antagnico com diversas espécies de Trichoderma URM frente ao
Colletotrichum lidemuthianum URM3149. Em casa de vegetacdo foi aplicado quatro indutores
abioticos (acido salicilico, quitosana, &cido amino butirico, acibenzolar-S-metil) e um biotico
(Trichoderma) em plantas de feijdo caupi. Foi avaliado a severidade da doenga, assim como
também realizado atividades enzimaticas das folhas (catalase, peroxidase, polifenoloxidase, 3-1,3-
glucanase e protease). Trichoderma aureorivide URMb5158 apresentou uma alta taxa de
antagonismo assim como a atividade da quitinase foi elevada, sendo este selecionado para os testes
in vivo. Entre os indutores avaliados apenas o acibenzolar-S-metil apresentou alta taxa de
severidade nédo diferindo do controle. O &cido salicilico se destacou entre os indutores abioticos,
assim como T. aureorivide URM5158. A espécie Trichoderma aureoviride URM5158 apresenta
potencial antagonico ao Colletotrichum lindemuthianum URM3149; os indutores mostram

potencial contra a severidade da antracnose do feijao.

Palavras chave: Trichoderma, acido salicilico, Colletotrichum lindemuthianum URM3149,

enzimas.



ABSTRACT

The cowpea is a major source of income in the North/Northeast of Brazil. But the same can be
affected by a wide range of plant pathogens can damage production and productivity. Currently it
IS common to use resistance inducers as a means to combat the pathogens attack. This work aimed
to evaluate resistance inducers, as well as the biochemical mechanisms in controlling anthracnose
of cowpea (Vigna unguiculata L. Walp.). We conducted an antagonistic test with various strains
of Trichoderma URM front of Colletotrichum lidemuthianum URM3149, the greenhouse was
applied four abiotic inducers (salicylic acid, chitosan, amino butyric acid, acibenzolar-S-methyl)
and biotic (Trichoderma) in cowpea plants. The severity of the disease, as well as enzymatic
activities performed leaves was evaluated (catalase, peroxidase, polyphenol oxidase, (-1,3-
glucanase and protease). Trichoderma aureorivide URM5158 showed a high rate of antagonism
as well as the activity of chitinase was high. Among all the inductors in the end of the experiment
only acibenzolar-S-methyl severity showed high rate and did not differ from control. Salicylic acid
stood out among the abiotic inducers and T. aureorivide URM5158. The Trichoderma aureoviride
URM5158 species has the potential antagonistic to Colletotrichum lindemuthianum URM3149;

show potential inducers against severity of bean anthracnose.

Keywords: Trichoderma, salicylic acid, Colletotrichum lindemuthianum URM3149, enzymes.
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1. INTRODUCAO

O feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.), ganha cada vez mais espaco na producao
nacional, como uma fonte de renda para os produtores, principalmente das regifes Norte e
Nordeste do Brasil. Estima-se que a area cultivada com essa cultura esteja préxima de 1,2 milhdo
de hectares (CEPEA/CNA, 2016). H& varios fatores que podem acarretar numa queda de produgdo
do feijoeiro, como os fatores abioticos: seca prolongada, uso excessivo de fertilizantes quimicos,
salinidade, fotoperiodo, radiacdo solar, entre outras. Entre os fatores bioticos diversos tipos de
fitopatdgenos que estdo envolvidos na queda de produtividade, podendo ser patégenos do solo e

da parte aérea da planta.

Espécies do género Colletotrichum spp séo os principais agentes causadores da antrachose
no feijao, responsavel pelas principais perdas de produtividade do feijoeiro. A forma mais comum
do combate aos fitopatdgenos € através do uso de agroquimicos. Porém, nos ultimos anos utiliza
novas técnicas para diminuir a agdo desses fitopatdgenos, como o uso de indutores de resisténcia

e micro-organismos capazes de combater o avango de doencas.

A utilizacdo de produtos que induzem mecanismos de resisténcia nas plantas, como
acibenzolar-S-metil, &cido salicilico, quitosana e acido amino butirico, constitui uma alternativa
para 0 manejo integrado de doengas de plantas (ROMEIRO, 2008). A utilizagdo destes produtos
comerciais que induzem resisténcia vem ganhando relevancia no controle de doencas de plantas
(ANDRADE et al., 2013).

O género Trichoderma € o principal agente de controle biologico estudado atualmente, sua
acdo antagonista pode controlar uma grande variedade de fitopatdgenos em diversos vegetais. Seu
mecanismo de micro parasitismo é muito mais complexo, envolve a competi¢cdo por nutrientes,
hiper-parasitismo, antibiose, nas vias bioquimicas como o aumento de enzimas que degradam a
parede celular. Em geral, o controle biolégico que utiliza antagonistas microbianos mostra um
potencial como uma alternativa para o controle natural de fitopatbgenos em vez de utilizar
fungicidas quimicos sintéticos (SCHWAN-ESTRADA e STANGARLIN, 2005; STANGARLIN
etal., 2011).

As plantas respondem por diversos mecanismos quando infectadas por patdgenos, a
producdo de espécies reativas de oxigénios (EROs) é uma indicacdo da resposta fisioldgica,

resisténcia sistémica induzida (RSI), em que ha producdo de diversas enzimas. Existem
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mecanismos de defesas que podem ser exploradas para o controle de doencas atraves da aplicagdo
de biocontroladores para induzir uma resposta de defesa nas plantas contra o ataque de
fitopatdgenos (SINGH et al., 2011).

Este trabalho tem como objetivo avaliar indutores de resisténcia, bem como 0s mecanismos
bioguimicos no controle da antracnose do feijdo caupi (Vigna unguiculata L. Walp.), cultivado em

casa de vegetacao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia econémica do feijao

O feijdo-caupi ¢ uma planta eudicotiledonea, da ordem Fabales, familia Fabaceae,
subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolineae, género Vigna, seccdo Catyang,
espécie Vigna unguiculata (L.) Walp. e subespécie unguiculata, subdividida em quatro
cultigrupos, mas apenas dois sdo cultivados no Brasil: Unguiculata para a producédo de gréos secos
e verdes, e Sesquipedalis para a producgéo de vagens (FREIRE FILHO et al., 2011).

O Brasil ocupa a terceira posi¢cdo como produtor e consumidor mundial de feijdo caupi,
atras apenas de Nigéria e Niger (FREITAS et al., 2009). Essa cultura é considerada uma das
principais alternativas de subsisténcia alimentar do Norte e Nordeste brasileiro, constituindo
grande relevancia socioecondémico para as populagdes rurais (LIMA et al., 2007).

A érea cultivada de feijdo caupi no Brasil de 2011 a 2014 alcan¢ou uma média de mais 1,2
milhdes de hectares, com uma produtividade média superior a 400 kg ha no ano de 2014, dos

quais a regido Nordeste assume mais de 86% de area plantada.

2.2 Antracnose no feijoeiro

Assim como outras culturas agricolas, o feijao caupi (Vigna unguiculata L. Walp) pode ser
acometido por diversas doencas. A antracnose € uma das principais, causada pelo fungo do género
Colletotrichum. As plantas afetadas apresentam manchas marrom-avermelhada nas folhas que na
fase tardia da doenca espalham-se para todos os 6rgaos da planta, o processo comeca pela infeccao
e germinacéo de esporos em desenvolvimento, somando assim a estrutura de infeccdo (BARRETO
etal., 2007).

As caracteristicas morfoldgicas que identificam o género Colletotrichum séo a conidioma
acervular, frequentemente com setas, as quais apresentam hifas estéreis de coloracao escura, e ndo
ramificada com parede espessa (ALVES, 2008). A espécie C. lindemuthianum destaca-se por
apresentar maior nimero de variantes representadas por 12 formae speciales e oito variedades
pertencentes a espécie (INDEX FUNGORUM, 2013).
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Os surtos de antracnose no feijoeiro ainda ocorrem, especialmente em &reas com uso
extensivo e plantios sucessivos. E crescente a utilizacio de gendtipos de feijoeiros resistentes, uma
das medidas de controle mais eficiente para a diminuicdo das perdas causadas por C.
lindemuthianum (KELLY e VALLEJO, 2004). Porém, autores demonstram a importancia de
utilizar indutores de resisténcia abiéticos (DEMPSEY e KLESSIG, 1994; AGNELLI, 2011), assim
como bidticos (NAWROCKA; MALOLEPSZA, 2013) para a diminuigdo dos sintomas causado

por fitopatdgenos do feijoeiro.

2.3 Indutores de resisténcia

Indutores podem ativar diretamente as vias de sinalizagdo pela interagdo com receptores de
plantas ou estimular indiretamente, liberando sua parede celular, fragmentos de membrana celular
que atuam como eliciadores secundarios (SCHUSTER e SCHMOLL, 2010).

O agente indutor é aplicado na parte aérea da planta, enquanto que os mecanismos de defesa
serdo ativados em outras partes distantes, pressupondo que deva existir algum tipo de sinal
quimico, bioquimico, energético ou de natureza ainda desconhecida que deve ter sua origem no
sitio de inducéo e seja enviado aos locais mais distantes formando uma espécie de reagcdo em
cadeia. Existe uma diversidade de substancias ou compostos que atuam como candidatos a
sinalizar intracelularmente, acido jasmonico, acido salicilico, acido amino butirico, acibenzolar-
S-metil e quitosana (KUC, 1995; ROMEIRO, 2008), sio exemplos de indutores de resisténcia.

As plantas superiores tendem a produzir compostos defensivos em resposta aos ataques
microbianos, fitopatdgenos, insetos ou mesmo quando é aplicado produtos quimicos que imitam
o efeito da infeccdo patogénica (VAN LOON, 1999), o 4cido salicilico esta entre esses compostos

mais comuns que produz resposta defensiva (VERNOOLJ et al., 1994).

O é&cido salicilico (AS) tem emergido como uma molécula de sinalizagdo critica que regula
a resposta das plantas a infeccdo. E relatado que apos a instalacdo de um processo infeccioso, a
biossintese do &cido salicilico é aumentada, e um grupo de genes de proteinas serd induzida,
relacionadas a patogénese. Estes eventos moleculares estdo relacionados com a resposta de

hipersensibilidade e resisténcia sisttmica adquirida para evitar a propagacao de patdgenos em
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plantas infectadas e sdo geralmente acompanhados com a producdo de espécies reativas de
oxigénio (O’DONNELL et al., 2001; GAYATRIDEVI et al., 2012).

O é&cido amino butirico (BABA) é conhecido por induzir resisténcia contra agentes
patogénicos em diversos vegetais, incluindo tomate, batata, vinha e ervilha (COHEN et al., 1999;
JAKARB et al., 2001). Em experimentos de campo, Cohen (2002) constatou que o0 BABA fornecia
controle significativo da requeima de batata, enquanto Liljeroth et al. (2010) mostraram que 0
BABA quando utilizado em conjunto com uma dose de fungicida reduzida apresentou 0 mesmo

nivel de controle da doenca, ao invés de usar uma dose completa do tratamento fungicida padréo.

O acibenzolar S-metil (ASM) que atua em varias espéecies vegetais contra uma ampla gama de
patdgenos, incluindo fungos, virus e bactérias (GORLACH et al., 1996). O ASM ¢ um indutor de
resisténcia que ndo possui acdo antimicrobiana direta, 0 mesmo interfere nos processos fisioldgicos
e/ou bioquimicos das plantas, como a producao de fendis, ativando a resisténcia sistémica (DEBONA
etal., 2009; FURTADO et al., 2010).

A quitosana tem sido relatada como uma das principais alternativas mais segura para
controlar fungos fitopatogénicos durante os processos de pre e pds-colheita em culturas agricolas
(BADAWY e RABEA, 2011). Considerado como um biopolimero antimicrobiana que atua na
atividade contra fungos patogénicos e na capacidade de induzir mecanismos de defesa das plantas
(ROMANAZZI et al., 2013). Este demonstra a capacidade para induzir alteracbes morfologicas
acentuadas e alteracGes estruturais na desorganizagdo molecular das células fangicas. Apresenta
atividade indireta quando induzem mecanismos de defesa nas plantas, estimula a producéo de
espécies reativas de oxigénio, inibe a acdo de proteinases, altera 0 metabolismo de fitoalexinas,
promove lignificacdo, induz a formagdo de compostos fenolicos, estimula o acimulo de PR
proteinas ligadas a patogénese, como a quitinase e B-1,3-glucanase (ALI et al., 2014; LI et al,
2015).

Em 1932, Weindling ja demonstrava a natureza antagbnica das espécies de fungos do
género Trichoderma sp. Sdo fungos filamentosos imperfeitos (Deutromycetes, Dematiaceae),
saprofitas, e 0s mais comuns na rizosfera, pode ser encontrado em quase todo o solo. A capacidade
microparasita de espécies de Trichoderma contra alguns patdgenos de plantas e solo
(PAPAVIZAS, 1985; ELAD et al., 1993; ELAD, 2000; FREEMAN et al., 2004, DUBEY et al.,
2007) apresenta sua importancia econbémica para a agricultura, permitindo assim o

desenvolvimento de estratégias de controle bioldgico.
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Entre estes, varias espécies de Trichoderma sdo bem documentados como micoparasita e
tém sido utilizados com sucesso contra fungos patogénicos (PAPAVIZAS e LUMSDEN, 1980).
Trichoderma harizanum, T. viridae, T. virens, T. hamatum, T. roseum e T. koningii s@o as espécies

mais frequentemente empregados no controle bioldgico de patgenos.

O controle bioldgico de doencgas de plantas usando micro-organismos, especialmente
contra fitopatdgenos e nematoides vem se tornado uma forma ambientalmente aceitavel tornado
uma alternativa para os métodos de controle convencional (BARKER e PANLITZ, 1996;
EZIASHI et al., 2007).

Existem evidencias de uma grande variedade de micro-organismos, que compreendem
bactérias, virus e fungos rizosféricos, que desempenham um papel importante na supressao de
doencas de plantas, por controle direto de raizes e organismos patogénicos foliares assim como
por inducéo de resisténcia sistémica em plantas. Essa capacidade de supressdo de patologias de
determinados micro-organismos, conhecidos também como agentes de controle bioldgico, facilita
a imunidade das plantas, resultando na diminuicéo do uso de pesticidas (PERAZZOLLI et al.,
2008; MASTOURI et al., 2010; SALAS-MARINA et al., 2011; CARRERAS-VILLASENOR et
al., 2012; HARMAN et al., 2012; HERMOSA et al., 2012; RYDER et al., 2012).

As plantas possuem um sistema imunologico eficiente e multifacetado, capaz de lidar com
a maioria dos invasores microbianos, bactérias, fungos, oomicetos, virus e nematoides que estdo
presentes no ambiente. Além das barreiras fisicas e quimicas, como a cuticula, as paredes celulares
e 0s compostos antimicrobianos (BOLLER e FELIX, 2009).

Estes sdo estruturas moleculares essenciais para a aptidao total dos micro-organismos como
flagelina dos flagelos bacterianos ou quitina, ou ainda diferentes glucanos, presentes nas paredes
celulares dos fungos. O reconhecimento precoce externo também é conseguido com sinais de
"perigo" do hospedeiro ou padrdes moleculares associados aos danos, como oligo-galacturonideos
derivados de pectina, produzidos como consequéncia de atividades enzimaticas e toxinas
microbianas (DODDS e RATHIJEN, 2010).

2.4 Mecanismos bioguimicos de defesa

As plantas desencadeiam uma complexa cascata de sinalizacdo, incluindo ions que

conduzem a despolarizacdo da membrana plasmatica, como a producao de espécies reativas de
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oxigénio (ROS), oOxido nitrico (ON) e a atividade de quinases (BOLLER e FELIX, 2009;
BOUDSOCQ et al., 2010).

Estes eventos de sinalizacdo molecular da atividade do fator de transcricdo (TF) levando a
enorme reprogramacao transducional relacionada com genes de defesa resultando no acimulo de
diferentes enzimas e metabdlitos especificos, como as proteinas (PR) relacionadas a patogénese,
0s compostos com atividade antimicrobiana como as fitoalexinas, a lignina e de calose depositada
a parede celular assegurando o seu fortalecimento, a producao de espécies reativas de oxigénio
(ROS) com um papel de sinalizacdo e efeito antimicrobiano direto, além do fechamento dos
estomatos (MELOTTO et al., 2006; BOLLER e FELIX, 2009; DODDS e RATHJEN, 2010).

Estes compostos defensivos incluem muitos metabolitos secundarios, como as fitoalexinas
que sdo compostos fendlicos, e também estdo relacionadas com a patogénese das proteinas (PRS).
As PRs foram descritas pela primeira vez na década de 1970 em folhas de plantas de tabaco que
reagem a hipersensibilidade a infeccdo, pelo virus do mosaico do tabaco (GIANINAZZI et al.,
1970; VAN LOON e VAN KAMMEN, 1970).

Com base nas semelhangas de sequéncia, sorolégico ou relagcdes imunologicas, e
enzimatica, as propriedades das proteinas PR foram classificadas em 17 familias (CHRISTENSEN
et al., 2002). Dentro desta classificacdo algumas proteinas como as ribonuclease, quitinases,
endoproteases, [-1,3-glucanases e peroxidases, tem propriedades conhecidas, podendo ser,
inibidoras ou defensivas (VERA e CONEJERO, 1988; VAN LOON, 1999).

Enzimas sdo basicamente catalisadores biologicos que agem reduzindo a ativacao energia
e aumentar a velocidade da reacdo quimica especifica nos processos fisiologicos. Eles sdo
proteinas com um elevado especificidade para cada reacédo e estdo envolvidos diretamente sem ser
modificado. As enzimas sdo caracterizadas por estruturas complexas e pode ser conjugado com
metais, hidratos de carbono e/ou lipidios (KOSHLAND 1959; WHITAKER, 2003a, 2003b).

A enzima quitinase hidrolisa a quitina, um homopolimero abundante de -1,4 N-acetil-D-
glucosamina (GIcNAc). Quitina € um componente estrutural importante de muitos organismos,
presente nas paredes celulares dos fungos (ADAMS, 2004), conchas de crustaceos (CAUCHIE,
2002), e cuticulas de insetos (MERZENDORFER e ZIMOCH, 2003). Portanto, as quitinases sdo
importantes pois estdo envolvidas numa ampla variedade de processos biologicos e

biotecnoldgicos, desde o exploracédo e limpeza ambiental de residuos quitinosos (SYNOWIECKI
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et al 2003), sistemas de defesa das plantas (KASPRZEWSKA, 2003) e controle bioldgico
(LORITO et al., 1998; WOO et al., 1999).

A peroxidase, enzima de acdo antioxidativa, € uma molécula chave na biossintese da
lignina, pois estdo envolvidas na degradacdo dos niveis toxicos de perdxido de hidrogénio que €
formando nos tecidos vegetais, apds ataque de patégenos em feijdo, implicando assim na protecdo

celular e resisténcia as diversas doengas (THAKKER et al., 2013).

As peroxidases pertencem a familia PR-9 e foram purificadas e caracterizadas a partir de
plantas superiores, incluindo o tabaco (LAGRIMINI et al., 1987), batata (ESPELIE et al., 1986),
cevada (KRISTENSEN et al., 1999) e varias outras.

A catalase € uma das principais enzimas de detoxificacdo do H20. em plantas e podem
dismutar diretamente o H.O» ou oxidar os substratos, como metanol, etanol, formaldeido e 4cido
formico (VALENTE, 2012).

Portanto este trabalho tem como objetivo avaliar indutores de resisténcia, assim como seus
mecanismos bioquimicos no controle da antracnose do feijdo caupi (Vigna unguiculata L. Walp.),

cultivado em casa de vegetagéo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Descricdo da &rea de estudo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Unidade Académica de Garanhuns
— UAG/UFRPE, no municipio de Garanhuns — PE, Brasil. O clima da regido é do tipo
mesotérmico Cs'a. A temperatura média anual € 20 °C e a precipitacdo média anual é de 1.300

mm.

3.2 Micro-organismo

O isolado Colletotrichum lindemuthianum URM 3149 foi obtido através da Micoteca URM
do Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco, bem como os
Trichoderma (T. aureoviride URM3734, T. aureoviride URM5158, T. aureoviride URM6668, T.
hamatum URM®6656, T. harzianum URM3086; T. harzianum URM3197, T. longibrachiatum
URMG6068 e T. virens URM5007).

3.3 Fermentacéo

Os oitos isolados de Trichoderma foram cultivados em frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 50 mL de meio de cultura liquido constituido por 1,4g (NH4).SOa4; 2g KH2PO4; 6,99
NaH2POgs; 0,3g MgS04.7H20; 1g quitina coloidal; 10 g peptona (ANJANI KUMARI e PANDA
1992). A mistura reacional foi composta de 1 mL de quitina coloidal 1% (p/v), 0,5 mL de solucdo
tampéo fosfato de sodio 25 mM, pH 7,4 e 0,5 mL do extrato enzimatico bruto foi produzido a 37
°C, durante 96h.

3.4 Determinacéo da quitinase
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A quitina coloidal foi preparada por hidrolise acida utilizando acido fosforico 85%, como
descrito por Elad e Kapat (1999). A atividade de quitinase foi realizada conforme metodologia
proposta por Monreal e Reese (1969). Os acUcares redutores foram detectados mediante a
aplicacdo do método do &cido dinitrossalicilico a 570 nm (MILLER, 1959). Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necesséria para a formacédo de 1

pmol de N-acetilglucosamina por minuto da reacdo, sob as condigdes padrdo de ensaio.

3.5 Avaliagéo antagonica

Foi avaliada a capacidade antagbnica dos oito isolados de Trichoderma utilizando o método
de cultura dupla de acordo com metodologia de Li et al. (2003), em placas de Petri contendo cerca
de 15 mL de meio de cultura com batata-dextose-agar (BDA) com adi¢éo de cloranfenicol (100
mg LY.

Foram inoculadas com C. lindemuthianum URM 3149 com oito dias de idade e os
diferentes isolados de Trichoderma com 5 mm de didmetro, colocados em posi¢ao oposta na placa
Petri, o controle continha apenas C. lindemuthianum. As observacdes foram registradas todos 0s
dias até o crescimento do patdgeno cobrir totalmente a superficie da placa no tratamento controle,
realizou-se quatro repeti¢cdes com todos 0s ensaios.

As observagOes foram registradas apds 24h de inoculagdo dos micro-organismos até a
cobertura completa da rea demarcada para o patdégeno no tratamento controle. A percentagem de
inibicdo do crescimento micelial foi calculada com a seguinte férmula:

% inibicdo do crescimento = [(C—T) / C] x 100

Onde, C = o crescimento radial de C. lindemuthianum no controle, T = o crescimento radial
de C. lindemuthianum em tratamento com Trichoderma (EDGINGTON et al., 1971):

3.6 Coleta e preparacdo do solo

O solo utilizado neste experimento foi proveniente de mata nativa do municipio de Séo
Jodo-PE. Os atributos quimicos foram avaliados e apresentaram os seguintes resultados: pH (H20
1:2,5) = 4,5; P (16,6 mg Kg™); Mg (0,8 cmolc dm™®); Ca (0,8 cmolc dm™); Al (0,15 cmolc Kg?l) e
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H + Al (1,8 cmolc dm) através de analise realizada de acordo com EMBRAPA (2009). Este solo
apresentou 880 g Kg de areia, 40 g Kg* de argila e 80 g Kg* de silte, sendo considerado solo
arenoso. O solo foi esterilizado em autoclave, a uma temperatura de 121 °C, por duas horas.
Deixou-se 0 solo secar e em repouso durante 15 dias, ap06s a autoclavagem, para estabilizacdo dos
teores de metais pesados.

3.7 Cultivo em casa de vegetacao

Quatro sementes da cultivar “sempre-verde” foram plantadas em vasos com capacidade de
4 kg de solo em cada vaso com posterior desbastes permanecendo apenas uma planta por vaso. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis tratamentos com quatro periodos
de coleta, assim, como quatro repeti¢des. As plantas receberam os tratamentos da seguinte forma:
acibenzolar-S-metil (Bion®); acido amino butirico (BABA); &cido salicilico; quitosana; agente
bioldgico, (Trichoderma); controle (4gua destilada). Quando as plantas apresentaram trés pares de
folhas formadas, foram pulverizados os indutores. Dois dias ap0s o tratamento com os diferentes
indutores, foi aplicado C. lindemuthianum URM3149, na concentragdo de 10° conidios por mL.
As plantas foram mantidas cobertas com sacos plasticos por trés dias, para favorecer o
desenvolvimento do fungo. As plantas foram irrigadas uma vez ao dia, em todos os dias da
conducao do experimento, totalizando 60 dias. As coletas das folhas ocorreu no 36°, 41°, 45° e 52°

dias apds o plantio. Portanto, 4, 8, 12 e 20 dias apds a aplicacdo do patdgeno nas plantas.

3.8 Avaliacédo da doenca

A severidade da antracnose foi avaliada nos dias 4, 8, 12 e 20 ap0s a aplicacéo do patdégeno
nas plantas. Para tanto, foi utilizada a escala de notas de Rava et al. (1993) que variade 1 a 9,
sendo: 1 = auséncia de sintomas; 2 = até 1% das nervuras apresentando manchas necroticas,
perceptiveis somente na face inferior da folha; 3 = maior frequéncia dos sintomas foliares descritos
no grau 2, até 3% das nervuras afetadas; 4 = até 1% das nervuras apresentando manchas necroticas,
perceptiveis em ambas as faces da folha; 5 = maior frequéncia dos sintomas foliares descritos no
grau 4, até 3% das nervuras afetadas; 6 = manchas necroticas nas nervuras, perceptiveis em ambas

as faces da folha, presenca de algumas lesfes nos talos, ramos e peciolos; 7 = manchas necroticas
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na maioria das nervuras, com grande parte do tecido do meséfilo adjacente rompendo-se e presenca
abundante de lesdes nos talos, ramos e peciolos; 8 = manchas necroticas quase a totalidade das
nervuras, ocasionando rompimento, desfolha, e reducdo do crescimento das plantas, assim como
lesbes muito abundantes nos talos, ramos e peciolos; 9 = maioria das plantas mortas; transformados

em indice de doenca.

3.9 Obtencdo dos extratos vegetais

Para a obtencéo dos extratos vegetais, amostras das folhas foram coletadas no 36°, 41°, 45°
e 52° dias ap6s o plantio, levadas para o laboratoério, pesadas (0,1 g) e maceradas em nitrogénio
liquido em almofariz até a obtencdo de um pé fino, em seguida foi homogeneizado em solucéo
tampéo com adicdo de polivinilpirrolidona (PVP) 50 mg (p/v) e, posteriormente centrifugado a
10.000 rpm por 10 min a 4 °C. O sobrenadante obtido foi colocado em microtubos e armazenado
a-20 °C, até a realizagdo das atividades enzimaticas (ANDRADE et al., 2013).

3.10 Determinagdo das atividades enziméticas

3.10.1 Peroxidase

A atividade da peroxidase foi determinada a 30 °C, por método espectrofotométrico direto,
pela medida da conversdo do guaiacol em tetraguaiacol a 470 nm (URBANEK et al., 1991). A
cubeta de referéncia continha 1,5 mL da solu¢cdo com 1350 pL de guaiacol, 50 pL de peroxido de
hidrogénio (0,1 M) e 100 uL do extrato proteico. A atividade de peroxidase foi expressa em pmol
H,0. decomposto mg™ proteina mint, e a absorbancia lida no tempo 0, 30, 60, 90 e 120 segundos,

e realizadas em 10 amostras de cada tratamento.
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3.10.2 Catalase

A atividade de catalase foi determinada usando-se EDTA (1 mM), per6xido de hidrogénio
(0,1 M) dissolvido em solucdo tampéo fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,0. A reacao obtida através
da mistura de 1390 pL de tampéo, 50 pL do extrato enzimatico, 60 pL de peroxido de hidrogénio.
As leituras foram realizadas em espectrofotdometro a 240 nm, no tempo 0 e 60 segundos. Os
resultados foram expressos em pmol H,O2 decomposto mg™ proteina min™ e as leituras realizadas
em cinco amostras de cada tratamento (HAVIR; MCHALE, 1987).

3.10.3 Polifenoloxidase

A atividade de polifenoloxidase foi determinada segundo a metodologia de Kar; Mishra
(1976), com modificacBes. O substrato composto por pirogalol, na concentracdo de 50 mM,
dissolvido em solucdo tampao fosfato de sodio 100 mM (pH 6,8), e a mistura reacional por 1 mL
de pirogalol, 25 pL do extrato enzimatico, que ap6s cinco minutos interrompeu-se a reagdo com a
adicdo de 25 pL de &cido sulfurico (5%). As leituras foram realizadas em espectrofotémetro a 420

nm e os resultados expressos em pmol H2O, decomposto mg™ proteina min™.,

3.10.4 B -1,3-glucanase

A atividade da B-1,3-glucanase foi determinada conforme metodologia descrita por Lever
(1972) com modificacdes de Honorato et al. (2015). O meio reacional constituiu de 230 uL de
tampao acetato de sodio 0,1 M (pH 5,0), 250 pL da solugdo de laminarina (4 mg mL™) e 20 uL do
extrato vegetal e incubado a 45 °C por 30 minutos. Apos esse periodo, foi acrescentado 500 uL de
DNS e, em seguida colocada em agua fervente por 5 minutos, ap6s o resfriamento em banho de
gelo até a temperatura ambiente, as amostras foram determinadas em espectrofotémetro a 540 nm

¢ os resultados expressos em pumol de absorbancia por mg de proteina por min.
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3.10.5 Protease

O ensaio da atividade proteolitica foi descrito por Alencar et al. (2003). A mistura reacional
de 100 pL de azocaseina (1,0% em tampdo Tris-HCI 0,2 M, pH 7,2,) e 60 uL de extrato enzimatico
foi incubada durante 1 h a temperatura ambiente; interrompida pela adicdo de 480 uL de acido
tricloroacético (TCA) a 10% (p/v), seguida por centrifugacdo durante 10 minutos a 10000 rpm (4
°C). O sobrenadante (320 pL) foi adicionado a 560 puL de NaOH (1 M) para posterior leitura em
espectrofotdmetro 440 nm e os resultados expressos em unidades de absorbancia por mg* proteina

min.

3.10.6 Proteina total

As dosagens das proteinas totais foram realizadas segundo o método de Bradford (1976)
modificado, que utiliza o corante Coomassie Brillant Blue G-250 que detecta quantidades minimas
de proteinas em liquidos bioldgicos. A curva de calibragdo foi realizada a partir de solugdes
estoques de soro albumina bovina (BSA) numa gama de concentragdo de 0-600 ug mL™. A

concentragéo foi expressa em mg mL! de amostra.

3.11 Estatistica

Foi realizada analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade. Os dados quantitativos foram submetidos a analise de regressdo levando em
consideragdo o R?, pelo Programa Sisvar versdo 5.4 Build 80 (FERREIRA, 2007).
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4.0 RESULTADO E DISCUSSAO

O teste antagonico apresentado na Figura 1, realizado com Colletotrichum lindemuthianum
URM3149 frente a oito espécies de Trichoderma mostra que a espécie Trichoderma aureoviride
URMS5158 apresentou maior porcentagem de inibicdo do crescimento micelial frente ao C.
lindemuthianum URM3149, nos cinco dias de avaliacdo, diferindo estatisticamente das demais
espécies de Trichoderma avaliados. Porém, todas as estirpes de Trichoderma apresentaram
inibicdo contra o crescimento de C. lindemuthianum URM3149. Esse potencial antagdnico é
possivel devido a diversas formas, como 0s mecanismos de acdo, com relevancia a competicao
por nutrientes e/ou nicho, parasitismo, producdo de enzimas, ou mesmo antagonismo mecanico
(AL-SAEEDI et al., 2014).
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Figura 1. Avaliacédo do teste antagbnico de diferentes isolados de Trichoderma URM contra o
crescimento de Colletotrichum lindemuthianum URM 3149. Médias seguidas pela mesma letra

nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05)

Algumas cepas de Trichoderma sdo conhecidas principalmente por suprimir as doengas
causadas por patdégenos ou até aliviar estresses abidticos, onde Trichoderma pode apresentar
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propriedades micoparasiticas ou ser um antagonista patogénico (CONTRERAS-CORNEJO et al.,
2011; SALAS-MARINA et al., 2011; HARMAN, 2012; HERMOSA et al., 2012; CARRERAS-
VILLASENOR et al., 2012).

Na Figura 2 € possivel observar a atividade micoparasita dos Trichoderma URM diante de
C. lindemuthianum URMS3149. Estudos recentes demonstram que compostos de oxigénio
heterociclicos (CCE) sintetizados por policetideo sintase presente em espécies de Trichoderma sao
outra classe promissora de metabolitds secundarios capaz de induzir resisténcia das plantas
(BAKER et al., 2012). Esta avaliacdo é importante, porque possibilita selecionar um agente com
potencial antagbnico com efeito direto, interferindo no crescimento micelial dos patdgenos
(KHALILI et al., 2012).

Figura 2. Atividade micoparasita do Trichoderma frente ao Colletotrichum lindeamuthium
URM3149. A — C. lindeamuthium URM3149; B = Trichoderma aureoviride URM6668; C = T.
aureoviride URM5158; D = T. hamatum URM6556; E = T. harzianum URM3197; F = T. virens
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URMS5007; G = T. longibrachiatum URM6068; H = T. longibrachiatum URM3086; | = T.
aureoviride URM3734.

Compostos organicos volateis liberados por Trichoderma podem estar envolvidos na
inducdo de resisténcia de plantas, porém sua real funcdo é questionavel (BRUCE et al., 2005;
BAKER et al.,, 2012; MUKHERJEE et al., 2012). A maioria destes compostos é relatada
principalmente por ter acdo antifiungica e promocdo de crescimento de plantas, e atividades
enzimaticas, entretanto sua capacidade de ativar resisténcia ainda é estudada (NAWROCKA e
MALOLEPSZA, 2013).

Na Tabela 1 apresenta os valores da atividade da quitinase dos isolados de Trichoderma, é
possivel perceber que T. aureoviride URM 5158 apresentou a maior atividade de quitinase com
6,7 U mL?, diferindo estatisticamente das demais espécies de Trichoderma avaliadas. No estudo
de Agrawal e Kotasthane (2012) é possivel observar semelhangas, entre os resultados, pois as
estirpes T. aureoviride apresentaram maiores atividades suplementadas com quitina coloidal, do
que as demais espécies avaliadas. Os mesmos autores indicam que, maior resultado da producéao
de quitinase por essa espécie, T. aureoviride, se deu pela afinidade quanto ao pH da quitina
coloidal, e assim, sendo um 6timo produtor da enzima contra a quitina da parede celular de

patogenos.

Tabela 1. Atividade de quitinase por isolados de Trichoderma URM. Médias seguidas pela mesma

letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Atividade de quitinase (U

Espécie de Trichoderma Acesso URM
mL?)
Trichoderma aureoviride 3734 1,95 £ 0,14°
Trichoderma aureoviride 5158 6,70 £ 0,43%
Trichoderma aureoviride 6668 3,46 + 0,23¢
Trichoderma hamatum 6656 4,01 +£0,27%
Trichoderma harzianum 3086 2,70 +0,19%
Trichoderma harzianum 3197 4,40 £ 0,29°
Trichoderma

6068 5,55 + 0,36"

longibrachiatum
Trichoderma virens 5007 2,05+ 0,15%
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O aumento nos niveis de quitinases por agentes abioticos e bidticos também tém provado
sua funcdo na defesa de plantas (GRAHAM et al., 2003). Esses resultados mostram que houve
atividade quitinolitica em todas as espécies de Trichoderma URM avaliadas, constatando que a

quitina esta presente em todas as paredes celulares dos fungos.

A severidade das plantas (Figura 3) foi avaliada num intervalo de até 20 dias apos a
aplicacdo do patégeno. Foi possivel observar que no quarto e oitavo dia a severidade da doenca
ndo diferiu estatisticamente entre os tratamentos avaliados. Entretanto, no 12° dia observou-se que
o controle (cont.) obteve uma maior taxa de severidade das plantas, porém nédo diferiu
estatisticamente dos tratamentos aplicados com &cido amino butirico (BABA) e quitosana (Quito).
A severidade no 20° dia do controle foi maior que os demais tratamentos avaliados, porém néo

diferiu significativamente do acibenzolar-S-metil.
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Figura 3. Avaliacdo da severidade de Colletotrichum lindemuthianum URM 4139 em plantas de
feijdo caupi apds aplicacdo dos indutores. BION=acibenzolar-S-metil; BABA=4cido amino
butirico; Ac. Salic.=acido salicilico; Quito=quitosana; Tricho=Trichoderma URM 5158;
Cont.=controle. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey (P <0,05).
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A inducdo de imunidade em plantas é a consequéncia das interacOes entre diferentes
indutores, ligados pelos receptores de micro-organismos e de plantas, conduzindo a ativacdo de
vias de sinalizacdo, provocando mudancas fisiologica e bioguimicas nas plantas (MASTOURI et
al., 2010; CONTRERAS-CORNEJO et al, 2011; HARMAN et al., 2012).

O tratamento das plantas com micro-organismos nao virulentos (indutores bidticos) ou
compostos quimicos (indutores abidticos) pode aumentar a resisténcia ao ataque de fitopatdgenos,
ndo apenas no local de tratamento, mas também em tecidos distantes dos locais de infeccdo inicial
(EL-MOURY et al 2003).

A inducdo de resisténcia pode ser obtida através do uso de produtos naturais, com origem
vegetal ou flngica, também tem a vantagem por permitir respostas ao ataque de diversos agentes
patogénicos, principalmente por ndo possuir mecanismos de acédo especificos (MADHUSUDHAN
etal., 2008; GRAHAM e MYERS, 2011).

Diferentes mecanismos € sugerido como responsaveis pelas atividades enziméticas e sua
importancia no controle bioldgico, podem ser divididos em efeitos diretos e indiretos sobre o
patdgeno das plantas. Efeitos diretos incluem a competi¢do por nutrientes ou espago, a producao
de antibidtico e enzimas, a inativacao das enzimas do patogeno e parasitismo. Os efeitos indiretos
incluem todos os aspectos que produzem alteragdes morfologicas e bioguimicas na planta
hospedeira para induzir resisténcia (VAN LOON et al., 1998; HARMAN 2000, 2006;
CHAROENPORN et al., 2010).

Na Figura 4 pode ser observado os valores da atividade da catalase. O tratamento com o
agente de controle bioldgico (T. aureoviride URM 5158) obteve maior atividade enzimatica,
porém ndo diferiu significativamente do tratamento com aplicacdo do BABA. No 12° dia 0s
valores da atividade enzimatica com Trichoderma chegaram a 130 pumol mg*? de proteina por
minuto. O aumento rapido dessa atividade € induzido pelo acimulo de H.O; gerando desta forma
a elevacdo nos niveis de catalase (SENET al., 2003). Além de degradar o peroxido de hidrogénio
presente nas plantas a catalase atua como sinalizador na resposta de defesa da planta e no reforgo
da parede celular, pela ligacdo cruzada de proteina estrutural ou fendlica, ao formar uma barreira
mecanica efetiva (RESENDE et al., 2003).

O aumento na atividade de enzimas antioxidantes como a catalase pode demonstrar uma

protecdo da planta contra o ataque do patogeno. Este aumento da atividade pode ser relacionado a
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adaptacdo, auxiliando na reducdo dos niveis toxicos do peroxido de hidrogénio
(KARUPPANAPANDIAN et al., 2011).
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Figura 4. Atividade da catalase em folhas de feijdo caupi, apds aplicacdo do Colletotrichum
lindemuthianum URM 3149 e pulverizacao dos indutores de resisténcia, no decorrer de 20 dias.
BION=acibenzolar-S-metil;, BABA=acido amino butirico; Ac. Salic.=4cido salicilico;
Quito=quitosana; Tricho=Trichoderma; Cont.=controle. Médias seguidas pela mesma letra ndo

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Na Figura 5 estdo apresentados os valores da atividade da polifenoloxidase, o tratamento
com T. aureoviride, apresentou o maior valor, porém ndo diferiu significativamente dos
tratamentos com aplicacdo de BION e BABA. A maior atividade foi obtida no 4° dia, com Cont.
(1,2 umol mg™ de proteina por minuto). O aumento e acimulo dessa atividade enzima dependem
principalmente do agente de inducédo, a condicao fisioldgica, e o agente patogénico (TUZUN,
2001). Muitos dos trabalhos publicados correlacionam os valores da atividade da polifenoloxidase
a fatores ambientais e ataques por patdégenos (MAYER et al., 2006).
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Figura 5. Atividade da polifenoloxidase em folhas de feijdo caupi, apés aplicacdo do
Colletotrichum lindemuthianum URM 3149 e pulverizacdo dos indutores de resisténcia, no
decorrer de 20 dias. BION=acibenzolar-S-metil; BABA=4cido amino butirico; Ac. Salic.=4cido
salicilico; Quito=quitosana; Tricho=Trichoderma; Cont.=controle. Médias seguidas pela mesma

letra ndao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

A atividade da B-1,3-glucanase pode ser observada na Figura 6, mostrando que houve maior
atividade com o indutor acido salicilico, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos. No 4°
dia essa enzima atingiu sua maior atividade com 6,0 umol mg™* de proteina por minuto, no 8° e
12° dia a atividade apresentou uma queda com valores de 3,0 e 2,5 pmol mg™? de proteina por
minuto, respectivamente. Porém, no 20° dia a atividade enzimatica voltou a subir com 3,5 pmol
mg* de proteina por minuto. A super expressio de genes de B-1,3-glucanases em plantas tem

aumentado a resisténcia das plantas a patégenos (VAN LOON et al., 2006).
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Figura 6. Atividade da beta-1,3-glucanase em folhas de feijdo caupi, apo6s aplicagdo do
Colletotrichum lindemuthianum URM 3149 e pulverizacdo dos indutores de resisténcia, no
decorrer de 20 dias. BION=acibenzolar-S-metil; BABA=acido amino butirico; Ac. Salic.=4cido
salicilico; Quito=quitosana; Tricho=Trichoderma; Cont.=controle. Médias seguidas pela mesma

letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

A atividade de peroxidase pode ser observada na Figura 7, os valores obtidos no tratamento
usando apenas agua (Cont.) apresentou o maior valor, porém ndo diferiu estatisticamente do
tratamento com aplicacdo do acido salicilico. Mori et al. (2001) realizaram estudos com plantas de
Vicia faba, demonstraram que o fechamento dos estématos foi induzido pela aplicagdo do é&cido
salicilico, e nestes tratamentos ocorreu aumento da atividade da peroxidase. As enzimas
normalmente ocorrem em plantas como exoenzimas, seu aumento na atividade total é atribuido a
expressdo de exoenzimas especificas aparecendo depois do ataque dos patdgenos
(NANDAKUMAR et al., 2001).

No quarto dia a peroxidase apresentou 0s maiores valores, porém no oitavo dia, ouve uma
queda exponencial da sua atividade. Alguns papéis sdo sugeridos para peroxidase, esta enzima tem

participacdo nas plantas no processo de lignificacdo e resposta de defesa contra o ataque de
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patdgenos (BLEE et al., 2001). Xue et al. (1998) apresentaram uma correlacdo positiva entre o
aumento da atividade da peroxidase e protecdo sistémica contra Colletotrichum lindemuthianum

em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris).

Os demais tratamentos ndo diferiram significativamente entre si. Enquanto que o
tratamento com o agente de controle biol6gico (Trichoderma aureoviride URM5158) mostrou-se

estavel apds o 4° dia com valores em torno de 0,1 umol mg™ de proteina por minuto.
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Figura 7. Atividade peroxidase em folhas de feijdo caupi, apds aplicacdo de Colletotrichum
lindemuthianum URM 3149 e pulverizacdo dos indutores de resisténcia, no decorrer de 20 dias.
BION=acibenzolar-S-metil; BABA=acido amino butirico; Ac. Salic.=4cido salicilico;
Quito=quitosana; Tricho=Trichoderma; Cont.=controle. Médias seguidas pela mesma letra ndo

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

A atividade da protease pode ser observada na Figura 8, ap6s 20 dias de aplicacdo do
patdgeno, os indutores BABA e acido salicilico apresentaram 0s maiores valores da atividade
protéasica, cerca de, 1,0 umol mg de proteina por minuto. A protease € encontrada na colonizagio
do Trichoderma nas plantas, a ativacdo das enzimas foi encontrada entre outras, na colonizacéo

das plantas com Trichoderma e na inducdo de seus metabdlitos secundarios das PR proteinas
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ligadas a patogénicas e a sintese de fitoalexinas (DJONOVIC' et al., 2006; MORAN-DIEZ et al.,
2009).

® BIONy=0,004x2-0,09x+0,94R2=1-ab BABAy =0,004x2 - 0,08x + 0,81 R2= 1 - bc
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Figura 8. Atividade da protease em folhas de feijdo caupi, apos aplicacdo do Colletotrichum
lindemuthianum URM 3149 e pulverizagdo dos indutores de resisténcia, no decorrer de 20 dias.
BION=acibenzolar-S-metil;, BABA=acido amino butirico; Ac. Salic.=4cido salicilico;
Quito=quitosana; Tricho=Trichoderma; Cont.=controle. Médias seguidas pela mesma letra ndo

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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5. CONCLUSOES

A espécie Trichoderma aureoviride URM5158 apresenta potencial antagdnico ao
Colletotrichum lindemuthianum URM3149, assim como também teve maior producdo de
quitinase. Os indutores de resisténcia apresentaram resultados consistentes com relagéo severidade
da antracnose, mostrando que o uso destes podem contribuir para uma diminuicdo da severidade
da antracnose do feijoeiro. O &cido salicilico proporcionou maior atividade de B-1,3-glucanase,
podendo ser um indicador de resisténcia ao Colletotrichum lindemuthianum URM3149.
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