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RESUMO

BORGES, Neilson de Oliveira. M.S., UniRV – Universidade de Rio Verde, dezembro de
2020. Indução de mecanismos de resistência de soja a antracnose em função da
inoculação de sementes com agentes de biocontrole. Orientador: Prof. Dr. Hercules Diniz
Campos, Co-orientador: Dr. Antônio Jussiê da Silva Solino.

A cultura da soja é acometida pela antracnose, que reduz a quantidade e a qualidade da
produção do grão. O controle biológico, pensando no manejo integrado, tem sido inserido
junto a outras técnicas, como à aplicação de fungicidas. O objetivo deste trabalho foi verificar
a ação de isolados de Trichoderma e Bacillus, na indução de mecanismos de resistência da
soja à antracnose, em função da inoculação de sementes. O delineamento estatístico foi
inteiramente casualizado, esquema fatorial 5 x 2 com cinco repetições. Sementes de soja
foram tratadas com Trichoderma asperellum BV10, Bacillus subtilis BV02 e B.
amyloliquefaciens BV03, Carbendazim + Thiram e testemunha (água destilada). Após o
tratamento as sementes foram semeadas em substrato esterilizado e sete dias após a
emergência foi realizada a inoculação de 2 µL de suspensão contendo 1x10-4 esporos de
Colletotrichum truncatum sobre os cotilédonesA atividade de catalase (CAT), peroxidase
(POX), fenilalanina amônia liase (FAL), acúmulo da fitoalexina gliceolina (GLI) antes e após
a inoculação do patógeno foram avaliadas bem como o diâmetro da lesão de antracnose em
cotilédones. Os dados foram submetidos à análise de variância e quando significativos as
médias comparadas pelo teste de Fisher (p<0,05). Os tratamentos não influenciaram o
primeiro horário de coleta antes da inoculação. O T. asperellum BV10 incrementou a
atividade de POX e FAL em até 173% após a inoculação, assim o B. amyloliquefaciens BV03
aumentou a atividade de POX. A GLI não foi influenciada pelos tratamentos em nenhum
horário de coleta e ensaio. OT. asperellum BV10 reduziu até 61% do diâmetro da lesão de
antracnose. Assim, T. asperellum BV10 possui potencial no controle da antracnose da soja,
aumentando a resposta defesa de plântulas à C. truncatum, quando realizado o tratamento de
sementes. Qual o resultado do tratamento com fungicida e o controle?

Palavras chaves: Colletotrichum truncatum, Glycine max, indução de resistência.
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ABSTRACT

BORGES, Neilson de Oliveira. M.S., UniRV – Universidade de Rio Verde, julho de 2020.
Induction of soybean resistance mechanisms to anthracnose as a function of seed
inoculation with biocontrol agents. Adviser: Prof. Dr. Hercules Diniz Campos. Co-Adviser:
Dr. Antônio Jussiê da Silva Solino.

A soybean crop is affected by anthracnose, quantity and quality of grain production. The
biological control, thinking about the integrated management, was inserted together with other
techniques, such as fungicide application. The aims of this work were to verify the action of
Trichoderma and Bacillus isolates in the induction of soybean resistance mechanisms to
anthracnose as a function of seed inoculation. The statistical design was entirely randomised,
in a 5 x 2 factorial scheme with five replicates. Soybean seeds were treated with B.
amyloliquefaciens BV03, Bacillus subtilis BV02, Trichoderma asperellum BV10,
Carbendazim + Thiram and distilled water (control). After treatment, seeds were sown on
sterile substrate. Seven days after seedling emergence, 2 µL of 1 x 10-4 Colletotrichum
truncatum spores were inoculated on the cotyledons. Catalase (CAT), peroxidase (POX),
phenylalanine ammonia lyase (PAL) and glyceollin (GLY) activities before and after
pathogen inoculation, as well as the diameter of the anthracnose lesion on the cotyledons,
were evaluated. Data were submitted to analysis of variance and, when significant, the mean
values were compared by Fisher’s test (p < 0.05). The treatments did not influence the first
sampling time before inoculation. Trichoderma asperellum BV10 increased POX and PAL
activities up to 173%, while B. amyloliquefaciens BV03 increased POX activity. Glyceollin
was not influenced by the treatments. The T. asperellum BV10 reduces the diameter of the
anthracnose lesion by up to 61%. Thus, T. asperellum BV10 has the potential to control soy
anthracnose, improved the response defense against C. truncatum, when performed or seed
treatment.

Keywords: Colletotrichum truncatum, Glycine max, resistance induction.
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1 INTRODUÇÃO

A soja, rica em proteínas, é a cultura de maior importância do agronegócio mundial,

transformando o Brasil, em um dos dois maiores produtores da oleaginosa, junto com os Estados

Unidos da América, gerando empregos e renda nas regiões produtoras, por meio da cadeia

produtiva longa e organizada (FAO, 2018; CONAB, 2019; CONTESSA, 2020).

Dentre os fatores limitantes de produção de soja, as perdas de origem fitopatológica são

consideradas importantes, sendo causada por: vírus, bactérias, nematoides e fungos, que juntos

podem comprometer até 32% da produtividade da cultura (ALMEIDA et al., 2005; SAVARY et al.,

2019; YADAV et al., 2020). Dentre as doenças cita-se a antracnose, causada pelo fungo C.

truncatum, como uma das mais frequentes e prejudiciais, principalmente, no Cerrado brasileiro,

podendo chegar a perda de até 100% quando as medidas de controle não são adotadas (DIAS et al.,

2016; DIAS et al., 2019; ROGÉRIO et al., 2019).

Sob condições de alta temperatura e umidade, principalmente, em anos chuvosos, o

patógeno causa falhas na germinação de sementes ou reduz o seu vigor, promovendo morte de

plântulas e comprometendo o estande final. Também pode afetar pecíolos e nervuras por meio da

necrose, além da presença de manchas nas folhas, hastes e vagens em qualquer fase fenológica da

cultura. O acentuado abortamento, queda das vagens e deterioração dos grãos são responsáveis

pelos maiores prejuízo na cultura quando as condições climáticas são favoráveis ao

desenvolvimento do patógeno (ALMEIDA et al., 2005; SHARMA, et al. 2011; DIAS et al., 2016;

ROGÉRIO et al., 2016; BORAH, 2019; NATARAJ et al., 2020).

As principais medidas de controle da antracnose da soja são: o uso de sementes sadias, a

rotação de culturas, o tratamento de sementes, adequação da população de plantas para reduzir a

formação de microclima, o manejo adequado do solo, adubação equilibrada, o tratamento químico

com fungicidas e o controle biológico (SHARMA, et al. 2011; GODOY et. al., 2014; SILVA et al.,

2020).

O tratamento de sementes e a pulverização da parte aérea com fungicidas são as principais

medidas de controle da antracnose da soja (PEREIRA et al., 2009; PESQUEIRA et al., 2016).

Assim, nas medidas como o controle isoladas, com eficiência, a curto ou longo prazo, como o

controle químico, já foram registrados o aparecimento de populações de C. truncatum, resistentes,

ao fungicida com princípio ativo como, carbendazim, também utilizado em tratamento de sementes

(GODOY et al., 2015; POTI et al., 2020). Em corroboração com os tratamentos convencionais, os

métodos de controle de doenças alternativo são recomendados, como o uso de agentes de
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biocontrole, se tratam daqueles que realizam o controle biológico, que é "a redução da soma de

inóculo ou das atividades determinantes da doença, provocada por um patógeno, realizada por

um ou mais organismos que não o homem” (Cook & Baker, 1983). Controle biológico natural

é o controle por meio de outro microrganismo que entre os mecanismos de ação, também

podem atuam como indutores de resistência de planta, aos patógenos.

A resistência imune inata de plantas tem sido relatada como importante mecanismo de

defesa contra doenças, e pode ser acionada, durante a interação patógeno-hospedeiro e/ou por

meio de agentes elicitores, que podem ser de origem microbiana, como os agentes de

biocontrole (DUBERY et al., 2012; KUSHALAPPA et al., 2016; LOLLE et al., 2020; WANG

et al., 2020). Assim, a indução de resistência explora o potencial das próprias plantas para

combater fitopatógenos, podendo ser incorporado ao manejo integrado de doenças. Dentre os

mecanismos de defesa das plantas pode-se citar o incremento na atividade das: enzimas

peroxidase, catalase, polifenoloxidase, β-1,3-glucanase e fenilalanina amônia-liase e de

fitoalexinas, como a gliceolina, na cultura da soja (DUBERY et al., 2012; YANG et al., 2017).

Na indução de resistência, o elicitor possui papel chave neste tipo de ferramenta de

controle de doenças de plantas, sendo classificados como bióticos ou abióticos (WALTERS et

al., 2005; THAKUR; SOHAL, 2013; MALIK et al., 2020). Dentre os bióticos, estão os

elicitores, derivados de extratos vegetais, microrganismos, como fungos, bactérias e algas

(BETTIOL; MORANDI, 2009; DUBERY et al., 2012; XING et al., 2015; SOLINO et al.,

2016). Ao tratar-se de bactérias e fungos, os gêneros de microrganismos Bacillus e

Trichoderma são usados para o biocontrole de doenças de plantas, assim como, para aumentar

a produtividade de culturas agrícolas (BETTIOL; MORANDI, 2009; TAHIR et al., 2017;

GLICK, 2020; PENHA et al., 2020). Com tudo isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a

indução de mecanismo de resistência de plantas de soja à antracnose, em função das aplicações

de agentes de biocontrole, na parte aérea.

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

2.1 Cultura da soja

A soja é proveniente do continente asiático, sendo disseminada para o continente

europeu em, 1730. Já em território americano, a soja chegou em 1765, sendo utilizada como
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alimento humano, como a margarina. Em 1917, a produção de grãos aumentou, em

função da capacidade do seu uso na alimentação de animais e a extração do óleo (HARTMAN

et al., 2011).

A CNA (Confederação da Agricultura e Pecuária do Brasil), em 2018 apontou a

importância do agronegócio para o PIB brasileiro, com impacto de1,44 trilhão de reais. A

maior parcela é do ramo agrícola, que corresponde 74% deste valor. Para o valor bruto da

produção (VBP), o setor agrícola alcançou 395,23 bilhões reais no ano de 2018, sendo a

cultura da soja responsável, por 146,9 bilhões (CNA, 2019).

A produção de soja é de suma importância para o crescimento socioeconômico do país.

A commodity é amplamente empregada na alimentação humana e animal sendo fonte de óleo

e proteína que gera renda para grandes, médios e pequenos produtores. Na região Centro-

Oeste, a demanda pela oleaginosa tem se elevado significativamente pelo seu emprego nos

complexos de carne de suínos, aves e bovinos (OLIVEIRA; SCHLINDWEIN, 2015).

Entre os fatores que interferem na produtividade e lucratividade da cultura da soja,

estão; as doenças, causadas por e fungos, bactérias, vírus e nematoides, que podem chegar a

100% de perda, caso não seja realizado o controle, e ainda podem comprometer até 32%da

produção final, dependendo da doença ou complexo e dos métodos de controle disponíveis

(SAVARY et al., 2019; YADAV et al., 2020).

2.2 Doenças da soja

Podem ser encontradas diversas doenças na cultura da soja, tanto na parte aérea,

quanto na raiz. Elas praticamente ocorrem em todos os estádios de desenvolvimento da

cultura (ALMEIDA et al., 2005).

Entre as doenças da cultura no Brasil, destacam-se: podridão vermelha da raiz

(Fusarium solani), podridão preta da raiz (Macrophomina phaseolina), podridão radicular por

Corynespora cassiicola e nematose, agente causal nematoide de cisto (Heterodera glycine),

nematoide das galhas (Meloidogyne spp.), nematoides das lesões radiculares (Pratylenchus

brachyurus), crestamento foliar (Cercospora kikuchii), míldio (Peronospora manshurica),

oídio (Microsphaera difusa), ferrugem asiática (Phakopsora pachyrhizi), mancha parda

(Septoria glycines), mancha alvo (Corynespora cassiicola), mancha olho-de-rã (Cercospora

sojina), seca da haste e da vagem (Phomopsis sojae), cancro da haste (Phomopsis phaseoli),

mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) e antracnose (Colletotrichum truncatum)(ALMEIDA
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et al., 2005; HENNING et al., 2014; HAMAWAKI et al., 2019; JULIATTI et al., 2019;

MACHADO et al., 2019; ROGÉRIO et al., 2019;CIAMPI-GUILLARDI et al., 2020).

A antracnose é uma doença que vem crescendo no país, e já é indicada, como uma das

principais doenças no Brasil, causando redução na população de plantas, na qualidade de

semente e no rendimento de grãos (BARBIERI et al., 2017).

2.3 Antracnose

A antracnose é uma doença de grande importância no Brasil, principalmente no

Cerrado, em função das condições climáticas favoráveis, à perpetuação e disseminação do

patógeno, pois em período de safra a temperatura ficam acima de 25 ºC, com período de

molhamento superior a 24 horas, que são condições favoráveis ao desenvolvimento do

patógeno (ALMEIDA et al., 2005; DIAS et al., 2016; DIAS et al., 2019; ROGÉRIO et al.,

2019).

O ciclo da doença inicia-se com a infecção do patógeno em sementes ou restos

culturais. Ao infectar as plântulas, este se desenvolve de forma sistêmica no interior do tecido

cortical onde pode ficar latente até que haja condições ambientais favoráveis ao seu

desenvolvimento ou até que a planta atinja fase de fenológica de reprodução. De forma geral,

o C. truncatum pode atacar a cultura em todas as fases fenológicas, causando morte de

plântulas (tombamento), necrose do pecíolo e manchas nas folhas, hastes e vagens (Figura 1).

De 60 a 65 horas após o iniciado o processo de infecção pode observar os primeiros sintomas

(SHARMA et al. 2011; ROGÉRIO et al., 2016; BORAH, 2019; NATARAJ et al., 2020).

Em sementes, o patógeno causa manchas deprimidas, de coloração castanho escura,

podendo reduzir a germinação desta em até 46%, além de reduzir seu vigor. Nas plântulas, a

infecção formada a partir do inóculo inicial (restos culturais ou via semente contaminada),

pode causar a necrose dos cotilédones e se estender para hipocótilo, culminando em

tombamento, com perdas de até 48% do estande nos primeiros 14 dias. Na parte aérea de

plantas, o patógeno pode infectar ramos laterais, pecíolos, e vagens, como manchas

deprimidas de coloração castanho avermelhada. Quando ataca as vagens, pode causar queda

total destas e/ou abortamento e deterioração dos grãos, resultando em perdas de até 90 kg ha-1

para cada 1% das doenças registradas (ALMEIDA et al., 2005; GALLI et al. 2007; SHARMA,

et al. 2011; DIAS et al., 2016; ROGÉRIO et al., 2016; BORAH, 2019; NATARAJ et al.,

2020).
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Fonte: Colônias (Fotos: ROGÉRIO et al., 2016).

Figura 1- Sintomas de antracnose em sementes (a) tombamento (b) e lesão no cotilédone (c),
na haste (d), lesões nas haste (e;f), lesões nas nervuras das folhas (g) e na vagem
(h)causado pelo C. truncatum na cultura da soja.

A disseminação do C. truncatum ocorre principalmente via semente, devido a

característica do órgão de perpetuação do fungo, capaz de aderir ao tegumento da semente

ficando quiescente e posteriormente infectando a cultura, quando esta estiver estabelecida no

campo (GALLI et al. 2007).

As colônias de C. truncatum possuem coloração cinza escuro com esporos em uma

massa mucilaginosa, podendo ser alaranjadas. Os conídios são falcados, afilados em direção

ao ápice, hialinos unicelulares e assépticos, com dimensões variáveis, formados nos acérvulos,

geralmente produzidos no topo do estroma marrom escuro a preto. Os apressórios são únicos,

em cadeias ou grupos, predominantemente truncados, elipsoidais ou ovóides, com bordas

inteiras ou onduladas, marrom médio e paredes lisas (Figura 2) (ROGÉRIO et al., 2016).
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Fonte: Colônias (Fotos: ROGÉRIO et al., 2016).

Figura 2 - Características morfológicas de Colletotrichum truncatum cultivadas em meio PDA.
a) Acérvulos; b) acervos e conídios; c) cerdas e conídios; (d, e) conídios; f)
apressório.

Entre as medidas recomendadas para reduzir a incidência de antracnose estão o uso de;

sementes sadias, rotação de culturas, aumento do espaçamento entre linhas densidade

apropriada das plantas, tratamento de sementes, adubação adequada do solo, controle químico

e biológico (SHARMA, et al. 2011; GODOY et. al., 2014).and N.S. Massola Jr

2.4 Métodos de controle da antracnose

A sementes são a fonte primária de inóculo de C. truncatum em áreas, sem histórico

da doença e início do processo de infecção sistêmica na plântula e posterior, na planta adulta,

portanto, a aquisição deste material com certificação de qualidade sanitária é uma das

medidas mais recomendadas (GODOY et. al., 2014; BEDENDO et a., 2018). Em

complemento e a medida de controle contra patógenos, como o C. truncatum, pode ser

empregado também, o uso de tratamentos de semente com fungicidas ou agentes de

biocontrole (ALMEIDA et al., 2005; AMORIM et al., 2018).

O controle químico é um dos métodos mais importantes e utilizados, no controle de

fitopatógenos, visto que este é eficiente e economicamente viável (SILVA JUNIOR;

BEHLAU, 2018). Segundo Jagtap et al. (2012), com exceção do clorotalonil, fungicidas

Carbendazim, Mancozeb, Carbendazim + Mancozeb, Propiconazol, Hexaconazol,

Difenconazol, Propineb, Focetil AL, testados em várias concentrações inibiram

significativamente o crescimento micelial de C. truncatum in vitro. O tratamento de

sementescom fungicidas sistêmicos possuem melhor eficiência, visto que no trabalho de
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Pereira et al. (2009), os princípios ativos Fludioxonil + Mefenoxan e Thiabendazol + Thiram,

Carboxin + Thiram, podem reduzir até 82%, a ocorrência de antracnose em sementes,

aumentando a germinação destas e vigor fisiológico de plântulas. Assim, o uso de fungicidas,

sistêmicos ou de contato, são indicados como importante método de controle da antracnose

(ALMEIDA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2013).

O controle da antracnose na parte aérea da soja, pecíolo, haste, nervura das folhas e

vagens é realizado, por meio de pulverização de fungicidas multisítio, sítio específico ou

associação, entre os princípios ativos. Segundo Subedi et al., (2015), ao testar fungicidas de

contato, a associação entre o princípio ativo Mancozeb + Carbendazim promoveu menor

porcentagem de antracnose. Dias et al. (2016), ao testar trifloxystrobin + tebuconazole;

trifloxystrobin + tebuconazole + carbendazim; azoxystrobin + cyproconazole; picoxystrobin +

cyproconazole; pyraclostrobin + epoxiconazole; trifloxystrobin + cyproconazole;

chlorothalonil; trifloxystrobin + prothioconazole; picoxystrobin + tebuconazole +

Carbendazim; picoxystrobin + cyproconazoleepicoxystrobin + tebuconazole + carbendazim,

verificou um incremento de 90 kg ha-1 de soja para cada 1% de antracnose controlada pelos

fungicidas.

A concentração do emprego de produtos químicos no controle de doenças é

responsável pelo aparecimento de patógenos resistentes e pela permanência de resíduos

tóxicos no meio (BRENT, 2007; FONSECA et al., 2007; AMORIM et al., 2018). O

aparecimento de populações de C. truncatum resistente ao fungicida com princípio ativo

como Carbendazim já foi registrado (GODOY et al., 2015; POTI et al., 2020). Assim, como o

uso de cultivares resistentes não é recomendada isoladamente, o controle químico também

precisa ser associado a outras medidas, como o controle cultural, genético e biológico

(AMORIM et al., 2018)

A forma mais econômica e eficiente de controle de doenças, como antracnose na soja,

é pelo uso de cultivares resistentes, pois pode ser aplicável em largas áreas e possui baixo

impacto ambiental, quando comparados aos defensivos (CAMARGO, 2018; NATARAJ et al.,

2020). Entretanto, as informações quanto a essa característica, em relação a antracnose são

escassas, e/ou as cultivares desenvolvidas, para a região considerando as características

agronômicas, como; a produtividade, além da durabilidade da resistência em questão, que

exige a adoção de cuidados, como uso de multilinhas e mistura, rotação de cultivares, além da

associação de outros métodos como controle químico, biológico, cultural e outros,

principalmente, em região com clima favorável, ao desenvolvimento do patógeno (AMORIM

et al., 2018).
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A densidade de plantio também deve ser observada, respeitando o espaçamento entre

linhas e entre plantas, conforme a recomendação da cultivar, para evitar a formação de

microclimas favorável ao patógeno (BEDENDO et al., 2018). A nutrição mineral, em excesso

ou deficiência, pode favorecer a doença, por comprometer o desenvolvimento normal da

planta e consequente à redução da sua resistência, ao agente causal (BEDENDO et al., 2018).

A ampla utilização do controle biológico, no manejo de doenças de plantas, na última

década deve-se a eficiência deste contra patógenos e a disponibilidade de produtos;

comerciais, a percepção e a necessidade de novas ferramentas, que atuassem em sinergia, com

as já existentes, (MEDEIROS et al., 2018). O controle biológico trata-se do controle de

fitopatógeno utilizando um microrganismo não patogênico, que pode interferir no:

crescimento, infectividade, virulência, agressividade, reprodução e outros fatores, bem como,

induzir a planta a ativar mecanismos de defesa, contra patógenos (MEDEIROS et al., 2018;

TAHIR et al., 2017).

2.5 Indução de resistência de planta à patógenos

No curso de seu desenvolvimento, as plantas têm que enfrentar uma ampla gama de

potenciais agentes patogênicos, incluindo; os vírus, bactérias, fungos, oomicetos e nematoides

(AMORIM et al., 2018). Para isto elas utilizam estratégias de proteção, tais como; a

lignificação de paredes celulares e produção de compostos antimicrobianos capazes de

restringirem a maioria das tentativas de invasões, por fitopatógenos, seja por interferir na

infecção/colonização e/ou reprodução (GARCIA-BRUGGER et al., 2006; PASCHOLATI;

DALIO et al., 2018). Esta resistência do hospedeiro a uma doença pode ser definida, sob o

aspecto fisiológico, como a capacidade da planta, em atrasar ou evitar a entrada e/ou a

subsequente atividade de um patógeno nos tecidos desta (CAMARGO, 2018). Os mecanismos

estruturais atuam como barreiras físicas, enquanto os bioquímicos, atuam através da produção

de substâncias tóxicas ao patógeno ou criando condições adversas ao estabelecimento deste, na

planta (HEIL; BOSTOCK, 2002; BRENT et al., 2005; PASCHOLATI; DALIO et al., 2018).

A resistência de plantas ao patógenos ocorre porque elas são capazes de reconhecer

padrões moleculares relacionados a patógenos, a microrganismos não patogênicos e danos

(DUBERY et al., 2012; KUSHALAPPA et al., 2016; LOLLE; COAKER et al., 2020;

WANG et al., 2020). Ao reconhecer estes padrões, por meio de proteínas presentes na

membrana celular, as plantas acionam o maquinário de defesa primária, como o acúmulo de

ácido salicílico, jasmônico e ou etileno, explosão oxidativa e outros, gerando uma cascata de
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sinalização, envolvendo mitógenos acionadoras de proteínas quinases, que culminará na

ativação de genes, no aumento da atividade de proteínas relacionadas à defesa, produção de

compostos secundários, entre outros (BITTEL; ROBATZEK, 2007; DE VLEESSCHAUWER;

HOFTE, 2009; DUBERY et al., 2012; PASCHOLATI; DALIO et al., 2018).

A resistência inata de planta a patógenos pode ocorrer de forma local e sistemicamente.

Após o reconhecimento dos padrões moleculares oriundos do agente elicitor, pode haver a

translocação do sinal por meio de moléculas sinalizalizadoras para partes da planta que não

receberam o elicitor (CHOYDHANRY; JOHRI, 2007; PASCHOLATI; DALIO et al., 2018).

Os indutores aumentam o nível de resistência da planta, sem alterar o seu genoma.

Ocorrem por meio da ativação de genes, de maneira inespecífica e específica, que codificam

diversas respostas de defesa, incluindo compostos fenólicos e enzimas como peroxidase, catalase,

fenilalanina amônia liase, entre outras (YANG et al., 2017; PASCHOLATI; DALIO et al.,

2018).

2.6 Metabólitos secundários e enzimas relacionadas à defesa de plantas contra patógenos

A quantidade de proteínas presentes ou inativas no tecido vegetal pode sofrer grandes

alterações, quando desafiadas, por patógenos ou agentes elicitores, insinuando a dinamização

dos mecanismos de defesa da planta e a importância de se estudar o metabolismo secundário

envolvido na defesa da planta como as fitoalexinas e as enzimas chaves (catalase, fenilalanina

amônia-liase, peroxidases, polifenoloxidase e outras) na indução de resistência (YANG et al.,

2017; PASCHOLATI; DALIO et al., 2018).

2.6.1 Peroxidase

As peroxidases são hemeproteínas pertencentes a família PR-9 (VIDHYASAKARAN,

2008), que catalisam a oxidação de substratos concomitantemente à redução do peróxido de

hidrogênio (H2O2) (CAVERZAN et al., 2012; YANG et al., 2017). Estas enzimas estão

envolvidas em vários processos metabólicos essenciais, que incluem a lignificação e a

suberização (RALPH et al., 2004), além da síntese de glicoproteínas, ricas em hidroxiprolina e

polissacarídeos ferulicolados (BROWNLEADER et al., 1995; SMALLWOOD, et al., 1995)

atuando na oxidação e polimerização de fenóis solúveis (HIGARA et al., 2001).

A peroxidase é considerada uma proteína chave na defesa de vegetais contra o H2O2

formado naturalmente no citosol, vacúolos, parede celular e espaços extracelulares, quando a
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planta é exposta a algum tipo de estresse (ASADA, 1999; JEBARA et al., 2005). As peroxidases

são largamente estudadas, por participarem efetivamente no processo de defesa das plantas,

aumentando a sua atividade na presença de patógenos causadores de infecções e agentes elicitores,

o que está diretamente relacionada à redução da severidade de doenças (KUHN, 2007). A parede

celular de plantas é a primeira linha de defesa contra a invasão de fitopatógenos e as peroxidases

são as enzimas chaves no processo de sua construção (UPADHYAY et al, 2014). Esse

envolvimento na lignificação da parede celular de plantas pelas peroxidases acionadas por

moléculas elicitoras tem correlação direta, com a resistência do hospedeiro, durante a interação

patógeno-hospedeiro, impedindo o ingresso ou reduzindo a colonização (AHUJA et al., 2012;

UNDERWOOD, 2012; PASCHOLATI; DALIO et al., 2018).

2.6.2 Catalase

A catalase é uma hemenzima que catalisa a dismutação de H2O2 e O2. Essa enzima

ocorre em todos os eucariotos e atua removendo o peróxido de hidrogênio gerado no

peroxissomo por oxidases envolvendo a β-oxidação de ácidos graxos, fotorrespiração,

catabolismo de purina durante o estresse oxidativo (MITTLER, 2002; VELLOSILLO et al.,

2010). A catalase converte o H2O2 em água e oxigênio molecular sendo sua principal função

prevenir os efeitos potencialmente danosos destes. Além da dismutação de H2O2, a enzima

catalase também oxida substratos tais como: metanol, etanol, formaldeído e ácido fórmico

(VAN BREUSEGEM et al., 2001).

As plantas apresentam múltiplas isoformas de catalase. Willekens et al. (1994)

dividiram as catalases em três classes: 1 são mais comuns em tecidos fotossintéticos e estão

envolvidas na remoção de H2O2 produzido na fotorrespiração; 2 são produzidas em grande

quantidade nos tecidos vasculares e podem estar relacionadas com a lignificação; 3 são muito

abundantes em sementes e plantas jovens e sua atividade está ligada à remoção do excesso de

H2O2 produzido durante a degradação de ácidos graxos no ciclo do glioxilato nos glioxisomas.

Por estar envolvida na detoxificação de peróxido de hidrogênio, a catalase representa

uma importante proteína, no processo de estudo de indução de resistência, que com frequência

relata a explosão oxidativa e o aumento da atividade da enzima, após a aplicação de um

agente elicitor (SARWAR et al., 2003; MENEZES, 2009).
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2.6.3 Fenilalanina Amônia Liase

A fenilalanina amônia-liase é a primeira enzima do metabolismo de fenilpropanoide na

maioria das plantas e tem sido indicada, por seu importante papel, no controle do acúmulo de

compostos fenólicos em resposta às infecções (STRACK, 1997). Essa enzima é responsável pela

degradação da L-fenilalanina, transformando-a em ácido trans-amônico e amônia, produto

incorporado em diferentes compostos, como ácidos cumárico, cafeico, ferúlico, clorogênico,

pigmentos antocianinas, flavonoides, chalconas, lignina, entre outros, que estão envolvidos na

formação de ésteres (CAVALCANTI et al., 2005; CHITARRA; CHITARRA, 2005).

A fenilalanina amônia-liase é amplamente pesquisada por sua importância no

metabolismo secundário dos vegetais e atuação, sobre um substrato específico, a fenilalanina.

Entretanto, a codificação da fenilalanina amônia-liase é feita por múltiplos genes, indicando o

grau de importância para planta, pela variada combinação entre os monômeros da enzima, cuja

combinação está relacionada ao estímulo por eliciadores, que direciona o estímulo para a

produção de um produto específico (DIXON; PAIVA, 1995).

2.6.4 Fitoalexinas

A ideia de que as plantas alteram e sintetizam substâncias capazes de protegê-las contra

fitopatógenos vem sendo estudada e elucidada (DUBERY et al., 2012). Dentre as respostas de

defesa acionadas pelas plantas estão as fitoalexinas, que desde a caracterização química da

pisatina, isolada de plantas de ervilha (CRUIOKSHANK; PERRIN, 1961) inúmeras outras tem

sido relatada em estudo de proteção de plantas à patógenos (AHUJA et al., 2012).

Diversas classes de produtos naturais sintetizados por plantas são descritas como

fitoalexinas, tais como; os alcalóides, compostos fenólicos e flavonóides, dentre outros

(EICHHORN et al., 2014) e usualmente utilizados como marcadores químicos para desvendar

a resposta de indução de resistência quando a planta é tratada com um agente elicitor, pois,

atuam, conjuntamente com outros mecanismos de resposta, na restrição do agente patogênico

(JEANDET ET AL., 2013). Esta ação antimicrobiana ocorre porque as fitoalexinas se

acumulam ao redor de sítios de infecção e podem inibir o crescimento de bactérias e fungos in

vitro, por conseguinte, é lógico considerar como possíveis compostos de defesa das plantas

contra doenças causadas por fungos e bactérias. Embora não haja evidência de que as

fitoalexinas sejam translocadas, os fitopatógenos encontram concentrações muito superiores a

letal, em fases iniciais do processo de infecção local (MERT-TÜRK, 2002).
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2.6.5 Gliceolina

A soja (Glycine max) tem como fitoalexina a gliceolina, sendo um pterocarpanóide

(flavonóide), molécula importante para a defesa desta leguminosa contra fitopatógenos,

causando a inibição da ativação de enzimas fúngicas, granulação citoplasmática,

desorganização dos conteúdos celulares e ruptura da membrana plasmática (GOUVEA et al.,

2011). Sua síntese se inicia em parte na via dos fenilpropanóides que, durante a infecção da

planta hidrolisam isoflavonas pré-formadas (malonilglucosil-daidzeína e

malonilglucosilgenisteína) liberando a daidzeína (molécula precursora da gliceolina) e

genisteína (molécula inibidora de crescimento). Durante a produção desta fitoalexina, é

possível obter a formação de quatro estruturas isômeras da gliceolina (Figura 1), que possuem

a mesma função (SIMÕES, 2004).

2.7 Agentes elicitores

O termo elicitor foi inicialmente proposto por Keen (1975) para denominar moléculas

que estimulavam a síntese de fitoalexinas. Posteriormente, o termo passou a definir moléculas

específicas que estimulam resposta sistêmica de defesa em plantas (SMITH, 1996). Vários

agentes podem induzir a produção de sinais no vegetal, disparando reações que protegeram a

planta de forma mais curta ou duradoura contra uma ampla gama de fitopatógenos

(LLORENS et al., 2017; MALIK et al., 2020).

Na indução de resistência o elicitor possui papel chave neste tipo de ferramenta de

controle de doenças de plantas. Estes agentes podem ser classificados como bióticos ou

abióticos (WALTERS et al., 2005; THAKUR; SOHAL, 2013; LLORENS et al., 2017;

MALIK et al., 2020). Dentre os abióticos citam-se: acibenzolar-s-metil, ácido 2,6-

Dichloroisonicotinic, ácido salicílico, lantânio, cálcio, prata, cádmio, fosfito e outros (TERRY,

L. 2004; ANGELOVA et al., 2006; PINTO et al., 2012). Já entre os bióticos, estão os

elicitores derivados de extratos vegetais, microrganismos, como fungos, bactérias e algas (AZIZ

et al., 2003; ANGELOVA et al., 2006; BETTIOL; MORANDI, 2009; DUBERY et al., 2012;

XING et al., 2015; SOLINO et al., 2016). Ao tratar-se de fungos e bactérias, os gêneros de

microrganismos Bacillus e Trichoderma têm sido usados para o biocontrole de doenças de

plantas, assim como para aumentar a produtividade de culturas (BETTIOL; MORANDI, 2009;

TAHIR et al., 2017; GLICK, 2020; PENHA et al., 2020).
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2.7.1 Bacillus subtilis

O solo é um ambiente complexo e habitat de milhares de microrganismos, como B.

subtilis, tanto em números, quanto em biodiversidade (GLICK, 2020). O procarioto B. subtilis,

é uma bactéria que faz diversas associações com plantas, podendo ser observada: rizosfera,

rizoplano, filoplano e nos tecidos internos, multiplicando, e se protegendo de ações

antagonistas do restante da microflora, ali existentes (GLICK, 2020; KHANNAet al., 2020;

ZHANG et al., 2020).

O B. subtilis tem sido amplamente empregado para promoção de crescimento de

plantas, além de controlar enfermidades e consequentemente aumentar a produtividade das

culturas (NGUGIA et al., 2005; KUSHWAHA et al., 2020; TAVANTI et al., 2020). A

ascensão do crescimento de plantas mediadas por B. subtilis, é resultado da otimização da

fixação de nitrogênio, solubilização dos nutrientes (fosforo, potássio e zinco), biossíntese de

fitohormônios, restabelecimento e supressão de microrganismos fitopatogênicos do solo

(GLICK, 2020; WANG et al., 2020).

O B. subtillis é considerado um agente de biocontrole na agricultura, visto que foi

relatado no controle de patógenos como; Bipolaris sorokiniana, Gaeumannomyces graminis

var. tritici, Fusarium spp, Pythium ultimum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, por

de ação antagonista, antibiose, biossíntese de compostos antimicrobianos, substâncias voláteis,

competição por espaço e nutrientes e de forma indireta pela ativação de mecanismos de defesa

de plantas, contra patógenos (LEELASUPHAKUL et al., 2008; TAHIR et al., 2017;

HASHEM et al., 2019; MILJAKOVI´C et al., 2020).

2.7.2 Bacillus amyloliquefaciens

O B. amyloliquefaciens é uma bactéria gram-positiva que possui forma de bastonete,

móvel, feito por flagelos perítricos e esporogênicos, ocorrendo naturalmente no solo

(SABATÉ et al., 2017). Este microrganismo ao interagir com o sistema radicular de plantas,

sintetizam auxinas, o que pode corroborar com a capacidade desse em aumentar a

porcentagem de germinação, comprimento de raiz e altura de planta do feijão preto no solo

(SABATÉ et al., 2017).

O B. amyloliquefaciens é utilizado na agricultura como rizobactérias promotoras de

crescimento de plantas, visto que incrementa o crescimento desta, em função de captação e
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solubilização de micro e macronutrientes, por meio de compostos como: prolina, glutamina,

ácido linolênico, ácido málico, ribitol, ácido propanóico e serina (BISHT et al., 2019).

Isolados ativos de B. amyloliquefaciens, além de promotores de crescimento, também

produzem compostos tensoativos e lipopeptídeos de ação antimicrobiana, sendo considerado

agentes de biocontrole (PÉREZ-GARCÍA et al., 2011; CHOWDHURY et al., 2015;

MILJAKOVI´C et al., 2020). Estes metabólitos possuem atividades antifúngicas e

antimicrobianas atuando na motilidade bacteriana e na formação do biofilme, agindo como

elicitores na indução de resistência sistêmica (PÉREZ-GARCÍA et al., 2011; MILJAKOVI´C

et al., 2020).

Quando utilizado no tratamento de sementes, B. amyloliquefaciens proporciona a

diminuição de doenças nas plântulas de sementes de soja devido a antibiose direta contra

patógenos de solo, por meio da formação de filme bioativo protegendo o sistema radicular

(MILJAKOVI´C et al., 2020). O agente de biocontrole tem a capacidade de controlar

patógenos como: Aspergillus niger, A. flavus, Colletotrichum gloeosporioides, C. falcatum,

Fusarium moniliforme, F. oxysporum, F. solani, Macrophomina faseolina, Rhizoctonia solani,

Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium cepivorum e S. rolfsii em função da produção de

lipopeptídeos (por exemplo, bacilomicina, fengicina e surfactina), compostos voláteis,

enzimas hidrolíticas, e sideróforos, como a bacilibactina, que interferem em componentes da

membrana celular, principalmente, o esterol de moléculas fosfolipídicas, alterando a sua

estrutura e afetando a permeabilidade da membrana, inibindo a biossíntese de DNA fúngico e

promovendo a lise da célula e consequente a morte do patógeno (YUAN et al.,

2012;SABATÉ et al., 2017; SUR et al., 2018; HANIF et al., 2019; RASHAD et al., 2020).

2.7.3 Trichoderma asperellum BV10

T. asperellum são fungos de solo com importância agronômica, considerado um

microrganismo promotor de crescimento e agente de biocontrole contra fitopatógenos, que

podem ser encontrados interagindo com os sistemas radiculares e/ou foliares (SOOD et al.,

2020; TIAN et al., 2020). O microrganismo promove rápido desenvolvimento e produtividade

vegetal por meio da incremento da fotossíntese, atrasando a senescência, melhorando a

retenção de água, regulando o nível hormonais (auxina, etileno, ácido abscísico e outros) e

regulando a condutância dos estômatos, melhorando a absorção de nutrientes, modificando e

aprofundando o sistema radicular e induzindo a planta a ativar mecanismo de defesa contra

patógenos ao interagir com solo próximos a sistema radicular e fazer simbiose com a planta
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(CONTRERAS-CORNEJO et al., 2020; SOOD et al., 2020; VINALE;

SIVASITHAMPARAM et al., 2020).

A inoculação com Trichoderma na rizosfera de uma planta promove a defesa das

plantas contra fitopatogênicos, como; vírus, bactérias, nematoides e fungos. Entre os

conhecidos estão Colletotrichum lindemuthianum, Corynespora cassiicola, Cucumber Mosaic

Vírus, Curvularia aeria, Erysiphe cruciferarum, S. sclerotiorum, Pseudomonas syringae pv.

lachrymans, P. syringae pv. tomato, R. solani, Xanthomona sperforans (AGUIAR et al., 2014;

RAI et al., 2019; CHIEN; HUANG et al., 2020). Ação de controle de fitopatógenos observado

em isolados de Trichoderma se deve a antibiose, micoparasitismo, competição de nutrientes,

de espaço e estimulação da defesa das plantas, como sintetizar quitinase,-glucanases, N-

acetilglucosaminidase e protease desempenharam papel de importante antagonismo, além da

produção de metabólitos tóxicos voláteis e não voláteis, que dificultam colonização do

patógeno, como; 6-pentil-α-pirona, alameticinas, antibióticos, gliovirina, glisopreninas, ácido

harzianico, ácido heptelidico, massoilactone, peptaibols, tricholin eviridian (RAI et al., 2019).

O controle de fitopatógeno observado na interação planta-Trichoderma, além do efeito

direto deste, também se deve a ativação de enzimas relacionada a patogênese (glucanase e

quitinase), enzimas do metabolismo dos fenilpropanóides (chalcona, fenilalanina amônia

liasee polifenoloxidase), enzimas que desempenham papel na resposta de defesa (catalase e

peroxidase), acúmulo de composto de baixo pelo molecular, como fitoalexina, composto

fenólicos e espécies reativas de oxigênio (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2020;GUPTA et

al., 2020;SOOD et al., 2020; VINALE; SIVASITHAMPARAM et al., 2020). Moléculas

fúngicas do Trichoderma já conhecida são glicoproteínas, carboidratos, ácidos graxos,

peptídeos e enzimas microbianas extracelulares que são elicitores inespecíficos

(CONTRERAS-CORNEJO et al., 2020; NAKKEERAN et al., 2020).

3 MATERIAIS E MÉTODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Fitopatologia da UniRV –

Universidade de Rio Verde.

Os ensaios foram instalados em delineamento inteiramente casualizado, em fatorial 4 x

2, com 5 repetições. O fator A representado por três espécies de agentes de biocontrole,

Trichoderma asperellum (1 mL produto comercial -p.c. kg semente-1), Bacillus subtilis (2 mL
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p.c. kg semente-1) e B. amyloliquefaciens (2 mL p.c. kg semente-1), além de um tratamento

controle (água) e um padrão, fungicida Carbendazim (150 g L-1) + Thiram (350 g L-1) na

concentração/dose 200 mL p.c. 100 kg-1 de sementes. O fator B corresponde aos horários de

coleta, com o tempo de antes e após a inoculação do patógeno. Considerando que foram

avaliadas variáveis destrutivas, também foram produzidas 25 repetições por tratamentos, das

quais foram utilizadas 5 repetições mensurar para gliceolina no 1° horário de coleta (antes da

inoculação) e 5 repetições para 2° horário de coleta (após a inoculação). O mesmo esquema

foi utilizado para quantificação enzimática e 5 repetições foram mantidas para analisar a

severidade da antracnose. Explicar como tratou as sementes. Onde semeou: vaso, bandejas.

Qual substrato? Qtas sementes por repetição? Fez desbaste?

A bactéria B. subtilis (estirpe BV-02), cedido pela empresa Biovalens, registro no

Ministério da Agricultura e Pecuária e Abastecimento - MAPA: 43418, é um produto

comercial (p.c.) que possui formulação superconcentrada (3×109 UFC mL-1). A bactéria B.

amyloliquefaciens (estirpe BV-02 registro MAPA: 34518) é um p.c. que possui formulação

superconcentrada (3×109 UFC mL-1). O T. asperellum (estirpe BV-10), registro MAPA:

34018, é um p.c. que possui formulação superconcentrada (1×1010 conídios viáveis mL-1).

Os microrganismos Bacillus subtillis (BV-02) e B. amyloliquefaciens (BV-03)

identificada e caracterizada Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária – Embrapa e

depositadas, na “Diazotrophicand Plant Growth Promotion Rhizobacteria Culture Collection

of Embrapa Soja”, Word Federation Culture Collection #1213 and World Data Center for

Microrganismos #1054, pela Biovalens Ltda – ME (CNPJ: 19.558.896/0002-38, IE:

002777176.00-74). Foi realizado a análise de sequenciamento da região 16S RNA por BOX-

PCR, sendo as estirpes BV-0 3 (CNPSo 3219) e estirpe BV-02 (CNPSo 3418), classificadas

como grupo operacional amyloliquefaciens, dentro do complexo de espécies de B. subtilis.

O microrganismo T. asperellum (BV-10), cedido pela empresa Biovalens, foi assim

identificado e caracterizado, pela Serviço de detecção e Identificação de Fungos do

Laboratório de Sistemática e Ecologia de Fungos, Departamento de Fitopatologia (DFP) – da

Universidade Federal de Lavras (UFLA). A amostra de fungo filamentoso, código BV–10, foi

submetida a preparação microscópica e análise filogenética da região gênica RPB2 (Segunda

maior subunidade da RNA polimerase), resultando em marcadores morfológicos

característicos da espécie. Na análise filogenética, o isolado CML 3751 agrupou com o

isolado de referência da espécie Trichoderma asperellum com probabilidade posterior de

100% e bootstrap de 72%. O isolado foi depositado na Instituição, com o código CML 3751.
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O isolado do patógeno, Colletotrichum truncatum, foi fornecido pela empresa Campos

Pesquisa Agrícola, e mantido em meio de crescimento de batata dextrose e ágar (BDA) a 25

ºC ± 2 °C e fotoperíodo de 12 horas luz, até a esporulação.

As avaliadas foram atividades de: catalase, peroxidase, fenilalanina amônia liase,

acúmulo de gliceolina e severidade da antracnose, em cotilédones de soja. Para quantificação

enzimática foram realizadas coletas de cotilédones sete dias após a semeadura, antes da

inoculação do Colletotrichum truncatum (1° horário de coleta) e vinte quatro horas após a

inoculação do patógeno (2° horário de coleta). Foi mensurada a massa da amostra,

acondicionando-as imediatamente em envelopes de papel alumínio e armazenadas a -20 °C.

O extrato enzimático foi obtido por meio da maceração e homogeneização das

amostras do tecido vegetal em 4 mL de tampão fosfato de sódio 0,01M (pH 6,0), seguido de

centrifugação a 6.500 g durante 30 min em temperatura de 4 ºC. O sobrenadante foi recolhido

e considerando o extrato enzimático, sendo utilizados na determinação do teor de proteínas

totais, da atividade específica enzimática de peroxidase, catalase, polifenoloxidase e

fenilalanina amônio-liase.

A quantificação de proteínas totais foi realizada pelo método de Bradford (1976), os

valores de absorbância foram plotados em curva padrão de concentrações de albumina de soro

bovino (ASB) e a concentração de proteínas expressa em µmg proteína mL-1.

A atividade da catalase (CAT) foi quantificada pelo método de Goth (1991),

modificado por Tomankova et al. (2006). A determinação foi realizada utilizando o método

espectrofotométrico direto no comprimento de onda 405 nm e o resultado expresso em μmol

min-1mg-1 proteína.

A atividade da peroxidase do guaiacol (POX) por espectrofotometria utilizando o

comprimento de onda de 470 nm e os resultados foram expressos em absorbância min-1 mg-1

de proteína (LUSSO e PASCHOLATI, 1999).

A atividade de fenilalanina amônio-liase (FAL) foi determinada pela quantificação

colorimétrica do ácido trans-cinâmico liberado do substrato fenilalanina. A absorbância foi

determinada a 290 nm e a atividade enzimática foi expressa em μg de ácido trans-cinâmico h-1

mg-1 de proteína (UMESHA, 2006; KUHN, 2007).

Para determinação do acúmulo de gliceolina (GLI), foram coletados cotilédones 7 dias

após semeadura, antes da inoculação (6 plantas e 12 cotilédones), e 24 horas após a

inoculação (6 plantas e 12 cotilédones). Os cotilédones foram cortados ao meio e adicionados

em tubo falcon contendo 5 mL de água destilada e estes agitados por 1 hora e gliceolina

extraída mensurada, por espectrofotometria usando o comprimento de onda de 285 nm
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(AYERS et al., 1976; ZIEGLER; PONTZEN, 1982). Os resultados foram expressos em

unidade de absorbância por grama de peso fresco (ABSgpf-1).

Para avaliação da severidade da antracnose em cotilédone de soja foi mensurando o

diâmetro da lesão (DLA) e os dados expressos em cm.

Os ensaios foram realizados duas vezes distintas. Os dados obtidos foram submetidos

a análise de variância e realizada a análise conjunta entre os ensaios. Para os resultados

significativos na análise de variância, os dados foram rodados em esquema fatorial e

comparados pelo teste de Fisher (p<0,5).

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

A severidade da antracnose em cotilédones de plântulas que receberam o tratamento

de sementes com T. asperellum foi 61% e 24% menor, que o controle, no primeiro e segundo

ensaio experimental, respectivamente. Os demais tratamentos não diferiram do controle

(Figura 3).

Figura 3 - Diâmetro da lesão de antracnose em cotilédones de soja no ensaio I e ensaio II em
função da inoculação de sementes com agentes de biocontrole. T. asperellum
Trichoderma asperellum BV10 (Tricho-Turbo®); B. subtilis BV02 (Bio-Imune®);
Bacillus amyloliquefaciens BV03 (No-Nema®); NS=não significativo; Médias
seguidas da mesma letra minúscula, na barra, não diferem entre si, pelo teste Fisher
(p<0,5).
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Ao analisar os dados de CAT (Tabela 1), nota-se que atividade da enzima não foi

influenciada apenas pela presença do tratamento, fato evidenciado pela ausência de diferenças

significativas entre os tratamentos e o controle no 1° horário de coleta (antes da inoculação

com C. truncatum) para ambos os ensaios realizados (I e II). A atividade da enzima quando

avaliada 24 horas após a inoculação de patógeno (2⁰ horário), também não foi alterada no

ensaio I, entretanto, no ensaio II a atividade da CAT foi menor no tratamento com B. sutilis

BV02 quando em comparação ao controle.

Ao analisar os horários de coleta dentro dos tratamentos observou-se que o tratamento

de sementes com B. subtilis promoveu redução da atividade da CAT no 2° horário de coleta

nos ensaios I e II. No ensaio II, observou-se redução da atividade da CAT no 2° horário de

coleta em comparação com o 1° horário no tratamento controle (Tabela 1).

Tabela 1 - Atividade específica de catalase (CAT) em cotilédones de soja em função da
inoculação de sementes com agentes de biocontrole nos ensaios I e II

Tratamento Ensaio I Ensaio II
1° horário 2° horário Média 1° horário 2° horário Média

μmol min-1mg-1 proteína
Controle 0,55 aA 0,47 aA 0,51 4,85 aA 3,97 abB 4,41
Trichoderma asperellum 0,56 aA 0,48 aA 0,52 4,52 aA 4,48 aA 4,50
Bacillus subtilis 0,57 aA 0,26 aB 0,42 4,52 aA 3,57 bB 4,05
Bacillus amyloliquefaciens 0,56 aA 0,45 aA 0,50 4,94 aA 4,16 abA 4,55
Fungicida 0,55 aA 0,48 aA 0,47 4,43 aA 3,95 abA 4,19
Média 0,56 0,41 4,65 4,03
CV (%) 42
Trichoderma asperellum BV10 (Tricho-Turbo®); B. subtilis BV02(Bio-Imune®); Bacillus
amyloliquefaciensBV03 (No-Nema®); NS=não significativo; Médias seguidas da mesma letra minúscula, na
coluna, e maiúscula, na linha, não diferem entre si, pelo teste Fisher (p<0,5).

Na tabela 2, pode-se observar que a atividade da POX não diferiu em função dos

tratamentos de sementes (1° horário) para ambos os ensaios (I e II), exceto para tratamento

fungicida do ensaio II, que promoveu redução da atividade da enzima em relação ao controle.

No 2° horário de coleta (após inoculação) o tratamento de sementes com T. asperellum BV10

promoveu 173% e 126% de incremento na atividade da POX quando comparado ao controle,

nos ensaios I e II, respectivamente.
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Tabela 2 - Atividade específica de peroxidase do guaiacol (POX) em cotilédone de soja m
função da inoculação de sementes com agentes de biocontrole no ensaio I e ensaio
II

Tratamento Ensaio I Ensaio II
1° horário 2° horário Média 1° horário 2° horário Média

absorbância min-1 mg-1 de proteína
Controle 1,62 aA 1,85 bA 1,74 4,78 aA 5,56 bcA 5,17
Trichoderma asperellum 1,17 aB 3,21 aA 2,19 4,50 aB 7,03 aA 5,76
Bacillus subtilis 1,58 aA 1,89 bA 1,73 4,28 aA 4,40 cA 4,34
Bacillus amyloliquefaciens 1,39 aA 2,39 bA 1,80 4,11 abB 6,68 abA 5,40
Fungicida 1,27 aA 1,75 bA 1,46 2,98 bB 5,45 bcA 4,22
Média 1,39 2,22 4,13 5,82
CV (%) 52 19
Trichoderma asperellum BV10 (Tricho-Turbo®); B. subtilis BV02(Bio-Imune®); Bacillus amyloliquefaciens
BV03 (No-Nema®);NS=não significativo; Médias seguidas da mesma letra minúscula, na coluna, e maiúscula,
na linha, não diferem entre si, pelo teste Fisher (p<0,5).

Pelo desdobramento dos horários de coleta dentro dos tratamentos observou-se que

houve aumento da atividade da POX no 2° horário de coleta comparado ao 1° horário, nos

ensaios I e II, ao tratar as sementes de soja com T. asperellum BV10 (Tabela 2). O tratamento

B. amyloliquefaciens BV03 promoveu incremento da POX no 2° horário de coleta em

comparação com primeiro, no ensaio II.

Ao quantificar a atividade específica da FAL (Tabela 3), notou-se que o tratamento de

sementes com T. asperellum BV10 incrementou 65% a atividade da enzima no 1° horário, em

relação ao controle, no ensaio I. No ensaio II, 2° horário, a atividade da FAL foi incrementada

em 137% em resposta ao tratamento das sementes de soja com B. amyloliquefaciens BV03,

comparada ao controle, não diferindo do T. asperellum BV10.

Ao analisar o desdobramento dos horários de coleta dentro dos tratamentos observou-

se que houve aumento da atividade de FAL no 2° horário de coleta quando comparado ao 1°

horário, nos ensaios I, em todos os tratamentos (Tabela 3). No ensaio II os tratamentos B.

amyloliquefaciens BV03 e T. asperellum BV10 promoveram incremento da FAL no 2°

horário quando comparado ao 1° horário de coleta.
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Tabela 3 - Atividade específica de fenilalanina amônia liase (FAL) em cotilédone de soja m
função da inoculação de sementes com agentes de biocontrole no ensaio I e ensaio II

Tratamento Ensaio I Ensaio II
1° horário 2° horário Média 1° horário 2° horário Média

μg de ácido trans-cinâmico h-1 mg-1 de proteína
Controle 0,44 aB 5,12 bA 2,78 0,45 aA 0,61 bA 0,53
Trichoderma asperellum 0,28 aB 8,49 aA 4,38 0,39 aB 0,75 abA 0,57
Bacillus subtillis 0,29 aB 3,56 bA 1,92 0,0 aA 0,34 bA 0,37
Bacillus amyloliquefaciens 0,26 aB 5,10 bA 2,68 0,45 aB 0,84 aA 0,65
Fungicida 0,20 aB 4,71 bA 2,46 0,47 aA 0,61 bA 0,54
Média 0,29 5,40 0,43 0,63
CV (%) 69 31
Trichoderma asperellum BV10 (Tricho-Turbo®); B. subtilis BV02(Bio-Imune®); Bacillus amyloliquefaciens
BV03 (No-Nema®);NS=não significativo; Médias seguidas da mesma letra minúscula, na coluna, e maiúscula,
na linha, não diferem entre si, pelo teste Fisher (p<0,5).

Ao quantificar o acúmulo de gliceolina (GLI) em cotilédones de soja notou-se que o

acúmulo da fitoalexina em resposta apenas ao tratamento das sementes foi inferior ao controle

em resposta ao B. amyloliquefaciens BV03 nos 1° horário dos ensaios I e II Não houve

diferença em B. amyloliquefaciens, que não induziu o acúmulo da gliceolina (Tabela 4). O

acúmulo de GLI não foi influenciado pelo horário de coleta no ensaio I, ou seja, mesmo após

a inoculação não houve estímulo para a síntese de fitoalexina, entretanto, no ensaio II

observou-se redução desta no 2° horário de coleta quando comparado ao 1° horário, em todos

os tratamentos, exceto para B. amyloliquefaciens BV03, que não foi observado diferença entre

o 1° e 2° horário de coleta (Tabela 5).

Tabela 4 - Acúmulo de gliceolina (GLI) em cotilédone de soja em função da inoculação de
sementes com agentes de biocontrole no ensaio I e ensaio II

Tratamento Ensaio I Ensaio II
1° horário 2° horário Média 1° horário 2° horário Média

ABSgpf-1
Controle 1,92 abA 1,68 aA 1,80 2,03 aA 0,90 aB 1,46
Trichoderma asperellum 2,11 abA 1,68 aA 1,90 2,24 aA 1,29 aB 1,76
Bacillus subtillis 2,29 aA 1,88 aA 2,08 1,95 aA 1,20 aB 1,58
Bacillus amyloliquefaciens 1,61 bA 1,67 aA 1,64 1,56 bA 1,41 aA 1,48
Fungicida 1,99 abA 1,57 aA 1,78 2,13 aA 1,27 aB 1,70
Média 1,98 1,70 1,98
CV (%) 24 17
Trichoderma asperellum BV10 (Tricho-Turbo®); B. subtilis BV02(Bio-Imune®); Bacillus amyloliquefaciens
BV03 (No-Nema®); NS=não significativo; Médias seguidas da mesma letra minúscula, na coluna, e maiúscula,
na linha, não diferem entre si, pelo teste Fisher (p<0,5).
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Na tabela 5, nota-se que o T. asperellum BV10 foi o tratamento que se destacou

quanto a indução de mecanismo de resistência e controle da antracnose, quadro em verde, que

indicam resultados superiores ao controle, visto que este promoveu incremento da atividade

da POX no 2° horário de coleta (24 horas após a inoculação do C. truncatum) nos ensaios I e

II. O T. asperellum BV10 também promoveu incremento de FAL no 2° horário de coleta no

ensaio, além de reduzir o tamanho do diâmetro da lesão da antracnose.

Tabela 5 - Frequência de resultados das variáveis analisadas catalase (CAT), peroxidase do
guaiacol (POX), fenilalanina amônia liase (FAL), gliceolina (GLI) e diâmetro da
lesão de antracnose (DLA) em cotilédones de soja, em função da inoculação de
sementes com agentes de biocontrole no ensaio I e ensaio II

T. asperellum BV10= Trichoderma asperellum BV10 (Tricho-Turbo®); B. subtilis BV02(Bio-Imune®); Bacillus
amyloliquefaciens BV03 (No-Nema®); coloração amarela = não diferiram do controle; coloração vermelha =
obtiveram resultados inferiores ao controle; coloração verde = obtiveram resultados superiores ao controle.

Os tratamentos, T. asperellum BV10, B. subtillis BV02, B. amyloliquefaciens BV03 e

Carbendazim + Thiram não influenciaram a atividade das enzimas antioxidante, CAT e POX,

e a enzima do metabolismo dos fenilpropanoides, FAL, em cotilédones de plântulas aos sete

dias após a germinação e ainda não inoculadas com C. truncatum (1° horário de coleta,). Isto

indica que os agentes de biocontrole não acionam de forma contínua e sistêmica os

mecanismos de defesa em cotilédones de plântulas de soja, quando realizado via tratamento

de sementes. Do ponto de vista da indução o acionamento de mecanismos de defesa contínuo

pode gerar um custo energético a planta na presença de microrganismos colonizadores da

rizosfera e/ou endofítico, reduzindo o desenvolvimento e produtividade da cultura

(MATYSSEK, et al., 2012; PASCHOLATI; DALIO et al., 2018).

Tratamento

Ensaio I
Variáveis analisadas

CAT POX FAL GLI DLA
1° h 2° h 1° h 2° h 1° h 2° h 1° h 2° h

Trichoderma asperellum
Bacillus subtilis
Bacillus amyloliquefaciens
Fungicida

Tratamento

Ensaio II
Variáveis analisadas

CAT POX FAL GLI DLA
1° h 2° h 1° h 2° h 1° h 2° h 1° h 2° h

Trichoderma asperellum
Bacillus subtilis
Bacillus amyloliquefaciens
Fungicida



23

No segundo horário de coleta, vinte quatro horas após a inoculação do C. truncatum,

observou-se incremento de 173% e 126% da enzima POX, no ensaio I e II, respectivamente,

além do incremento de 65% da FAL, após a inoculação do patógeno, no ensaio I, ao aplicar o

tratamento de sementes de soja com T. asperellum BV10. O aumento destas enzimas após a

inoculação do patógeno, não conteve a formação da infecção inicial do C. truncatum,

entretanto pode estar correlacionada a contenção da colonização, pois houve redução de 61%

e 24% do diâmetro da lesão da antracnose nos ensaios I e II, respectivamente.

O gênero Trichoderma tem sido descrito como potencial agente de biocontrole aos

fitopatógenos na agricultura, como o gênero Colletotrichum (BEGUM et al., 2008; SHOVAN

et al., 2008; JAGTAPA et al., 2012; KUCHLAN et al., 2019. Este atua por meio de

mecanismos de competição por espaço e nutriente, antibiose, parasitismo e indução de

mecanismos de defesa da planta contra patógenos (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2020;

SOOD et al., 2020; VINALE; SIVASITHAMPARAM et al., 2020).

Ao acionar a resposta de defesa de planta, contra o patógenos, o gênero Trichoderma,

atua impedindo a formação da infecção ou retardando crescimento deste, por meio do

acúmulo de ERO’s, fenóis, fitoalexinas, enzimas relacionada a patogênese, enzimas do ciclo

oxidativo, enzimas do fenilpropanoides, aumento da espessura, densidade e incorporação de

compostos secundários, como fenóis na parede celular, ou morte programada da tecido

adjacente a infecção promovida por patógenos(CONTRERAS-CORNEJO et al., 2020;

GUPTA et al., 2020; SOOD et al., 2020; VINALE; SIVASITHAMPARAM et al., 2020). Esta

resposta pode ser intensifica visto que este agente de biocontrole pode atuar alterando o

metabolismo dos carboidratos e às atividades de; fotossíntese, atividades fisiológicas em

enzimas relacionadas ao crescimento e desenvolvimento das plantas (PÉREZ-GARCÍA et al.,

2011; JAHAN et al., 2015; PASCHOLATI; DALIO et al., 2018; MILJAKOVI´C et al., 2020).

Entre as reações bioquímicas observadas ao tratar sementes de soja com T. asperellum

BV10 e posteriormente inocular com a C. truncatum, destaca-se o incremento da atividade da

POX, que é um importante mecanismos bioquímico no controle de doenças (CHRISTOPHER

et al., 2010; NASERINASAB et al., 2011; SINGH et al., 2011; YOUSSEF et al., 2016;

MOHAPATRA; MITTRA, 2017). Estas enzimas estão envolvidas na reação de dismutacão

deH2O2 em água e oxigênio, reduzindo, dessa forma, o excesso de ERO’s, formadas durante o

estresse oxidativo causado pelo patógeno ao ser inoculado ou durante o processo de

penetração e colonização (CHEN; SCHOPFER; 1999; BHATT; TRIPATHI, 2011;

KUSHALAPPA et al., 2016; YANG et al., 2020). Assim, o incremento da POX, como visto
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ao tratar sementes de soja com T. asperellum BV10 neste trabalho, é metodologia que permite

indicar, indiretamente, o aumento de H2O2, visto que este é o principal substrato da enzima.

O acúmulo de ERO’s, como H2O2, são relatadas em reações interações incompatíveis

entre plantas-patógeno, ou seja, resistência da planta ao se acumular nos locais de infecção,

programando a morte celular localizada e/ou sendo agente de indução de genes de defesa em

células adjacentes (LEVINE et al., 1994; MEHDY, 1994; LOLLE et al., 2020). Além disso, a

peroxidase também está envolvida na catálise e na oxidação de vários substratos como

compostos fenólicos e precursores de lignina ao reduzir (COSIO; DUNAND 2009). O papel

das POX na polimerização da lignina é a função mais amplamente estudada desta classe de

enzimas com subsequente deposição na parede celular, que irá atuar, posteriormente, na

defesa da planta contra patógenos (VANHOLME et al. 2010; THAKUR; SOHAL, 2013;

KUSHALAPPA et al., 2016; BEGOVIĆ et al., 2017), o que pode explicar o retardamento do

desenvolvimento da lesão de antracnose ao utilizar o tratamento de sementes com T.

asperellum BV10, neste trabalho.

O aumento da atividade de fenilalanina amônia liase observado após a inoculação do

C. truncatum (2° horário do ensaio I e tendência do 2° horário do ensaio II) em plântulas que

receberam o tratamento de sementes com T. asperellum BV10, também pode ligar-se na

contenção do crescimento da lesão do patógeno. O aumento transitório na atividade da

fenilalanina amônia-liase está relacionado a resistência adquirida e induzida (MAUCH-MANI;

SLUSARENKO, 1996; SMITH-BECKER et al., 1998; SHINE et al., 2016). A enzima é

precursora da rota dos fenilpropanoides originando diversos outros compostos originados a

partir do ácido benzoico, como: cumarinas, precursores de lignina, amônia e outros, utilizados

pelas plantas para a sua defesa (FORMENTINI, 2012).

Considerando o aumento das POX e FAL observado após a inoculação do patógeno

em plântulas oriunda de sementes tratadas com T. asperellum BV10 observado neste trabalho,

e consequente redução do diâmetro da lesão de antracnose em cotilédones de soja, pode ter

ocorrido em primeiro, uma resposta pela acumulo de ERO’s e posterior deposição de lignina e

fenóis na parede celular, principalmente nas paredes secundárias, que se tornam mais espessas

e densas, conferindo resistência e impermeabilidade ao ataque por patógenos (MIEDES et al.,

2014; PASCHOLATI; DALIO et al., 2018).
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5 CONCLUSÃO

O tratamento de sementes de soja com Trichoderma asperellum BV10 promoveu

redução do diâmetro da lesão de antracnose em condições controladas.

A aplicação de Trichoderma asperellum BV10 ativou os mecanismos de defesas

latentes, promovendo incremento da atividade de peroxidase do guaiacol e fenilalanina

amônia liase, após inoculação, com Colletotrichum truncatum.
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