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RESUMO

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é a espécie mais cultivada entre as demais espécies do género
Phaseolus com 95% da producdo mundial. Existem diversos patogenos de importancia epidemiologica que
causam prejuizos econdmicos a esta cultura, dentre os quais, Sclerotinia sclerotiorum, causador do mofo-
branco. Este patdgeno pode sobreviver em sementes por mais de trés anos e, atraves delas estabelecer a doenga
em novas areas. O fungo Trichoderma spp. destaca-se como importante agente de controle bioldgico de S.
sclerotiorum. Mutantes de Trichoderma podem ser uma alternativa ndo s6 para o controle biologico,
sugerindo-se que cepas que superexpressam aquoporinas auxiliam na sobrevivéncia do bioagente ao fornecer
protecdo contra choque osmatico. J& o mutante 4Epl-1 esta envolvido no processo de micoparasitismo contra
fungos fitopatogénicos, com respostas na protecdo de plantas ainda ndo definidas. O objetivo do estudo foi
avaliar os aspectos fisioldgicos e bioguimicos quanto ao uso do fungo Trichoderma mutantes Aquo e 4Epl-1
em plantas de feijoeiro comum contra S. sclerotiorum. O experimento foi conduzido na Embrapa arroz e feijéo
e no Laboratério de Enzimologia da UFG. Analises fisioldgicas e bioquimicas foram realizadas em folhas e
raizes de plantas de feijdo comum, produzidas a partir de sementes tratadas com o isolado silvestre All 42 de
Trichoderma harzianum, suas linhagens de mutantes Aquo e AEpl-1, e controle sem tratamentos. O tratamento
Aquo promoveu um aumento de 25% na &rea foliar das plantas em relacdo ao controle (p<0,05) e superou 0s
tratamentos All42 e AEPL-1 em 28% e 91%, respectivamente. A atividade especifica da enzima B-1,3
glucanase foi maior em plantas tratadas com T. harzianum AEpl-1, em folhas e raizes com 2,07 Umg™ e 2,57
Umg?, com e sem inoculacdo de S. sclerotiorum apresentou com 2,27 Umg-1 e 2,34 Umg-t, respectivamente,

apresentado um resultado significativo na folha em relacdo aos demais tratamentos.

Palavras-Chave: Atividade enzimatica, expressdo de gene, mofo branco, inducéo de resisténcia.



ABSTRACT
The common bean (Phaseolus vulgaris L.) is the most cultivated species among the other species of the
Phaseolus genus with 95% of world production. There are several pathogens of epidemiological importance
that cause economic damage to this crop, among which, Sclerotinia sclerotiorum, Which causes white mold.
This pathogen can survive in seeds for more than three years and, through them, establish the disease in new
areas. The fungus Trichoderma spp. stands out as an important biological control agent for S. sclerotiorum.
Trichoderma mutants may be an alternative not only for biological control, suggesting that strains that
overexpress aquoporins help the bioagent survive by providing protection against osmotic shock and 4Epl-1
mutant, on the other hand, is involved in the process of mycoparasitism against phytopathogenic fungi, with
responses in the protection of plants not yet defined. The aim of the study was to evaluate the physiological
and biochemical aspects regarding the use of the fungus Trichoderma mutants Aquo and 4Ep/-1 in common
bean plants against S. sclerotiorum. The experiment was conducted at Embrapa rice and beans and at the UFG
Enzymology Laboratory. Physiological and biochemical analyzes were carried out on leaves and roots of
common bean plants, produced from seeds treated with the wild isolate All 42 of Trichoderma harzianum,
their strains of mutants Aquo and 4Epl-1, and control without treatments. The Aquo treatment promoted an
increase of 25% in the leaf area of the plants in relation to the control (p <0.05) and surpassed the treatments
All42 and 4Epl-1 by 28% and 91%, respectively. The specific activity of the enzyme [-1,3 glucanase was
higher in plants treated with T. harzianum 4Ep/-1, in leaves and roots with 2.07 Umg-* and 2.57 Umg-*, with
and without inoculation of S. sclerotiorum presented 2.27 Umg-t and 2.34 Umg-1, respectively, presenting a

significant result on the leaf in relation to the other treatments.

Keywords: biocontrol, white mold, resistance induction, mutants 4Ep/1, ALL-42 e Aqua.
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1. Introducéao

O feijoeiro-comum, Phaseolus vulgaris L., € uma espécie vegetal cujos grdos compdem uma
importante fonte proteica na alimentacdo humana. Atualmente, o Brasil posiciona-se como o segundo maior
produtor mundial de feijdo, com uma producao anual de aproximadamente trés milhdes de toneladas, superada
apenas pela india (FAO, 2014).

O mofo branco é uma das principais doencas que afetam o feijoeiro. E causado por Sclerotinia
sclerotiorum, fungo que pode atacar mais de 408 hospedeiros e se encontra mundialmente distribuido.
Culturas como o feijédo, soja, algodéo, alface, repolho, tomate, girassol, amendoim e ervilha, e diversas
espécies de plantas daninhas, como o picdo, carrapicho, caruru e vassoura que também sdo suscetiveis. O
patdgeno tem sido introduzido em novas areas principalmente por intermédio de sementes infectadas com o
micélio do fungo no tegumento e também o transporte de esclerddios, que sdo as estruturas de resisténcia do

fungo.

Espécies do género Trichoderma vém sendo utilizadas com sucesso no controle bioldgico de
fitopatdgenos, por serem capazes de proteger plantas utilizando diferentes mecanismos de agdo, tais como o
parasitismo que designa uma relacédo nutricional entre dois seres vivos em que um dos componentes da relacéo,
0 parasita, obtém todo ou parte de seu alimento as custas do outro componente, o hospedeiro. A antibiose que
é a interacdo, que na qual um ou mais metabolitos produzidos por um organismo tém efeito danoso sobre o
outro, a competicdo processo referente a interacdo entre dois ou mais organismos, empenhados na mesma
acdo é outro modo de acdo de Trichoderma. Os organismos competem entre si para obter nutrientes, agua,
luz, espaco, fatores de crescimento, oxigénio, entre outros e a indugdo de resisténcia, além de colonizar o
sistema radicular e promover o crescimento de diversas espécies de plantas (HARMAN et al., 2004; WOO et
al., 2006).

Fungos do género Trichoderma sdo uns dos principais microrganismos de importancia para 0 aumento
do crescimento vegetal. Este fungo pode influenciar positivamente na germinacdo de sementes, no
desenvolvimento e rendimento da cultura devido, também, a producdo de substancias promotoras de
crescimento e melhoria na nutricdo das plantas, principalmente pela solubilizacdo de fosforo, tendo grande
importancia econdmica para a agricultura, também, por serem capazes de atuarem como agentes de controle
de doengas de vérias plantas cultivadas e indutores de resisténcia de doencas nas plantas (CHAGAS et al.,
2017).
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A promocao de crescimento de plantas pela aplicacdo de isolados de Trichoderma spp. foi inicialmente
relacionada ao controle de microrganismos prejudiciais presentes na rizosfera e/ou no solo e, mais
recentemente, esta sendo relacionada a producao de hormonios ou fatores de crescimento; maior eficiéncia no
uso de alguns nutrientes e aumento da disponibilidade e absorcdo de nutrientes pela planta (CONTRERAS-
CORNEJO, 2009).

Na bioquimica e na gendémica funcional do processo de defesa tém sido estudadas em muitas espéecies
de Trichoderma devido a sua importancia como agente de controle biolégico na agricultura. Enzimas,
proteinas e efetores envolvidos na interacdo tém sido identificados, sendo que poucos tém seu papel exato
descrito na simbiose Trichoderma spp. - planta hospedeira (GOMES et al., 2016)

Ainducéo de resisténcia (IR) em plantas é um processo fisioldgico que aumenta a capacidade defensiva
provocada por estimulos especificos. As plantas podem desenvolver IR como resultado de uma infeccéo por
um agente patogénico, em resposta a inseto, apos a colonizagao das raizes por especificos microbios benéficos
e apos tratamentos com produtos quimicos especificos. Nos ultimos anos tem aumentado o interesse da IR a
doencas em plantas baseado em duas formas conhecidas como resisténcia sisttmica induzida-ISR, e a
resisténcia sistémica adquirida-SAR. A SAR e a ISR, podem ser induzidas pela simbiose entre as raizes de
plantas e Trichoderma spp. (HARMAN et al., 2004; HERMOSA et al., 2012).

A inducdo de resisténcia de plantas, atualmente, é vista nos paises desenvolvidos como o mecanismo
central pelo qual isolados de Trichoderma spp. atuam para diminuir as doengas foliares. Este fendmeno
denominado inducdo de resisténcia sisttmica (ISR) ou resisténcia sistémica adquirida (SAR), envolve a
ativacdo de mecanismos de defesa nas plantas em resposta ao tratamento com agentes bioticos ou abidticos.
Esses mecanismos de resisténcia podem incluir o acimulo de fitoalexinas e de proteinas relacionadas com a

patogénese, tais como B 1,3 glucanases, quitinases e peroxidase (PASCHOLATTI et al., 2010).

A interacdo molecular entre Trichoderma e patdgenos tem sido estudada em detalhes. Para tanto, a
crescente disponibilizacdo de genomas de espécies Trichoderma tem permitido a analise funcional de genes
envolvidos no controle bioldgico e elicitores de defesa em plantas em maior escala. E possivel comparar as
propriedades de biocontrole de isolados nativos dos solos (selvagens) com os mutantes obtidos em laboratério,
para observar resultados diretos confrontando o organismo transformado e o patégeno, detectar alteracoes

morfologicas e tambem medir atividades enzimaticas em caldos de cultura (GRUBER et al., 2012).

O objetivo geral deste estudo foi avaliar os aspectos fisioldgicos e bioquimicos quanto ao uso das
linhagens mutantes do fungo Trichoderma harzianum Aquo e 4Epl-1 em plantas de feijoeiro comum contra

S. sclerotiorum.
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2. Revisdo Bibliografica

2.1.Feijoeiro Comum (Phaseolus vulgaris L.)

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma espécie de grande importancia econémica e social
para a alimentacdo da populacdo brasileira, sendo a espécie mais cultivada entre as demais do género
Phaseolus com 95% da producdo mundial (ASSIS SILVA et al., 2011).

O género Phaseolus abrange cerca de 60 espécies, das quais cinco sdo as mais cultivadas: P. vulgaris
L. (feijoeiro comum), P. lunatus (feijao de lima), P. coccineus L. (feijdo ayocote), P. acutifolius A. Gray
(feijao tepari) e P. polyanthus Greenman. A espécie de maior relevancia econdémica € o P. vulgaris, por ser
cultivada ha mais tempo e a mais utilizada (SINGH, 2001; SANTOS; GAVILANES, 2008).

O feijoeiro-comum é originario do continente americano, possuindo dois centros de origem, o
mesoamericano e andino (McCLEAN, 1993). No Brasil, a espécie foi introduzida da América Central e, desde
entdo, os seus grdos compdem, diariamente, uma importante fonte proteica na alimentacdo. A leguminosa
tornou-se um dos pilares da dieta de diversos paises, fundamental para a seguranga alimentar e nutricional,
sobretudo para as classes mais carentes (BARBOSA; GONZAGA, 2012).

E uma planta herbéacea, anual, autégama, dipldide (2n=2x=22 cromossomos), com taxa de fecundagéo
cruzada estimada entre 3% e 5% . Pelo fato de ser cultivado em grande diversidade de ambientes e em muitos
paises, ele € uma das espécies com maior variabilidade de caracteres agrondmicos, como habito de
crescimento, tamanho e cor de graos e ciclo (SANTOS; GAVILANES, 2008).

Leguminosa mais importante para consumo humano direto, a producéo é especialmente importante na
América Latina, Africa tropical e Europa Oriental, e onde é consumido por milhdes de pessoas (HANAI et
al., 2010). O feijdo é altamente nutritivo com quase o dobro dos niveis de proteinas em relagdo aos cereais,
menor teor de gordura do que a soja ou amendoim e maior quantidade de lisina, fosforo, ferro, zinco,
magnésio, cobre e célcio do que cereais (BLAIR et al., 2009; BOTELHO et al., 2010).

O Brasil € o segundo maior produtor mundial de feijao com producdo média anual de 3,5 milhdes de
toneladas. Tipico produto da alimentacéo brasileira é cultivado por pequenos e grandes produtores em todas
as regides. Os maiores sdo Parand, que colheu 298 mil toneladas na safra 2009/2010, e Minas Gerais, com a
producédo de 214 mil toneladas no mesmo periodo. A safra tem taxa anual de aumento projetada de 1,77%, de
acordo com estudo da Assessoria de Gestdo Estratégica do Ministério da Agricultura. Os dados também
mostram crescimento no consumo, cerca de 1,22% ao ano, no periodo 2009/2010 a 2019/2020, passando de
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3,7 milhdes de toneladas para 4,31 milhdes de toneladas. As projecdes indicam também a possibilidade de
importacdo de feijdo nos proximos anos. Porém, a taxa equivaleria a 161,3 mil toneladas em 2019/2020,

quantidade pouco expressiva (BRASIL, 2016).

As sementes ndo possuem albume e as reservas nutritivas estdo concentradas nos cotilédones. CompGe-
se de um tegumento que envolve um embrido bem desenvolvido. Tegumento ou testa corresponde a capa de
protecdo da semente, onde se localizam os pigmentos. Externamente ao tegumento, ha o hilo, micrépila e rafe.
Ja internamente, estd o embrido, o qual é formado pela plumula, duas folhas primarias, hipocotilo, dois
cotilédones e a radicula (VILHORDO et al., 1996).

A cor do tegumento apresenta ampla variabilidade de cores, podendo ser brilhante, opaca ou apresentar
nuances. As diferencas das caracteristicas externas apresentadas pelos grdos sdo usadas para classificar os
grdos em tipos comerciais: Preto, Mulatinho, Carioca, Roxinho, Rosinha, Amarelo, Manteigdo, Branco e
outros (COSTA, 2014; SILVA, 2014).

As plantas de feijoeiro podem ser de habito de crescimento determinado ou indeterminado. As plantas
de habito de crescimento determinado sdo as que desenvolvem uma inflorescéncia no épice da haste principal
e das hastes laterais. O florescimento ocorre do apice para a base da planta, e dado o seu inicio, a emissédo e a
elongacdo de folhas e ramos séo interrompidas. O periodo de floracdo €é curto e a matura¢do uniforme
(SANTOS; GAVILANES, 2008; COSTA, 2014).

Nas plantas de crescimento indeterminado os meristemas apicais da haste principal e das laterais
continuam vegetativos durante o florescimento. Portanto, as plantas continuam a produzir folhas e flores por
um periodo mais longo do que as determinadas. As inflorescéncias sdo axilares, isto é, desenvolvem-se nas
axilas das folhas, e a floracdo inicia-se da base para o apice da planta (COSTA, 2014; SANTOS;
GAVILANES, 2008; SILVA, 2014).

A escala de desenvolvimento usual para a planta de feijdo compreende dez estadios (Tabela 1). A
identificacdo de cada estadio é feita com base em um cddigo com uma letra e um numero. A letra corresponde
a fase a qual o estadio pertence, isto €, V = fase vegetativa e R = fase reprodutiva. Os nimeros de zero a nove

indicam, de forma crescente, a posicao do estadio na escala (FERNANDEZ et al., 1985).
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Tabela 01: Descrigdo dos estagios de desenvolvimento da planta de feijdo

Estagio Descricdo

Germinacao: absor¢do de agua pela semente; emissdo da radicula e cauliculo e sua transformagéo em raiz
VO priméria

Emergéncia: os cotilédones aparecem ao nivel do solo, separam-se e o epic6tilo comega seu
V1 desenvolvimento
V2 Folhas primarias: folhas primarias totalmente abertas

Primeira folha trifoliolada: abertura da primeira folha trifolioliada e aparecimento da segunda folha
V3 trifoliolada

Terceira folha trifoliolada: abertura da terceira folha trifoliolada e formacao de ramos nas gemas dos nos
V4 inferiores

Pré-floracao: aparecimento do primeiro botdo floral e do primeiro r&cemo. Os botGes florais das cultivares

com habito de crescimento determinado (tipo I) se formam no Gltimo né do talo e do ramo. Nas cultivares
R5 com habito indeterminado (Tipo I, I1l e V1) os racemos aparecem primeiro nos nds mais baixos
R6 Floracéo: abertura da primeira flor

Formacao das vagens: aparecimento da primeira vagem até apresentar 2,5 cm de comprimento, ou seja,
R7 com corola murcha ainda ligada ou caida

Enchimento das vagens: inicio do enchimento da primeira vagem (crescimento da semente). Ao final do

estadio, as sementes perdem a cor verde e comegam a mostrar as caracteristicas da variedade. Inicio da
RS desfolha

Maturac&o: as vagens perdem sua pigmentacéo e comegam a secar. As sementes desenvolvem a cor tipica
R9 da cultivar

V = vegetativa; R = reprodutiva. Cada estadio comeca quando 50% das plantas apresentam as condigdes relativas ao

estadio. Fonte: Adaptado de Fernandez et al., (1985).

Aproximadamente 90 dias ap6s o plantio, o feijdo pode ser colhido. No Brasil o plantio da cultura é

dividido em trés safras: (1) a safra das 4guas — onde o plantio e a colheita sdo beneficiados pelo alto indice de

chuvas de julho a outubro, (II) a safra da “seca” ou “safrinha” no periodo com o menor indice de chuvas, com

plantio de dezembro a marco, e (I1l) a safra irrigada que geralmente é feita sob sistema de pivo central,
concentrada na regido Centro-Sul, de abril a junho (FERREIRA, 2007).

Além da importancia econdmica, o feijao possui um importante papel social, uma vez que €

reconhecido como cultura de subsisténcia em pequenas propriedades. No Brasil, a producdo é feita

principalmente através da agricultura familiar e de acordo com os dados do Ministério do Desenvolvimento

Agrario, esse setor emprega quase 75% da méo-de-obra no campo e é responsavel pela seguranca alimentar
dos Brasileiros, produzindo 70% do feijdo consumido no pais (FAO, 2014; BRASIL, 2010).
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Entre diversos patdgenos de importancia epidemioldgica que causam prejuizos a esca cultura, destaca-
se S. sclerotiorum. Este pode sobreviver em sementes por mais de trés anos e, atraves delas estabelecer a
doenca em novas areas. BIANCHINI et al., 2005 comentam que em areas com historico dessa doenca, podem
ocorrer sérios problemas, pois este patdgeno € um dos mais destrutivos do feijoeiro comum, capaz de causar

100% de perdas na producéo, sobretudo pela dificuldade de manejo.

2.2. Sclerotinia sclerotiorum

No Brasil, o primeiro relato do mofo branco causado por S. sclerotiorum ocorreu em S&o Paulo, em
1921, na cultura da batata (CHAVES, 1964). Na cultura da soja, a doenca foi relatada, pela primeira vez, em
1924, na Hungria, e desde entdo foi detectada em varios outros paises (GRAU; HARTMAN, 1999). No
cerrado, a doenca foi detectada, pela primeira vez, na década de 90, sendo considerada uma doenca de pouca
importancia, com ocorréncia esporadica em regides mais altas e em anos apresentando temperaturas mais
baixas (CASSETARI NETO; MACHADO; SILVA, 2010).

O fungo S. sclerotiorum vem ganhando importancia nos Gltimos anos, devido aos prejuizos causados
e as dificuldades no manejo. E um fungo polifago, mas entre suas mais de 400 hospedeiras, néo est&o incluidas
asgramineas (ALMEIDA et al., 2005). Dentre as culturas suscetiveis, encontram-se espécies economicamente
importantes, como soja, feijdo, tomate, algodao, alface, repolho, amendoim e girassol, e plantas daninhas,
como carrapicho, picdo, caruru, mentrasto e vassoura (PAULA JUNIOR et al., 2010).

O mofo branco é considerado uma doenca de grande importancia econdmica, especialmente em regifes
que possuem clima mais ameno, como nas condi¢des encontradas nas regides Sul, Sudeste e em areas elevadas
do Centro-Oeste e Nordeste, onde ocorrem temperaturas mais baixas (CASSETARI NETO; MACHADO;
SILVA, 2010). Os prejuizos acontecem em fun¢do da queda na produtividade da lavoura e, dentre as perdas,
estdo o aumento do custo de producdo em funcdo do emprego de métodos quimicos de controle e, 0 mais

importante, a condenac&o de areas para a producéo de sementes (PAULA JUNIOR et al., 2010).

S. sclerotiorum pertence ao Filo Ascomycota, Classe Discomycetes, Ordem Helotiales e familia
Sclerotiniaceae. Este patdgeno é cosmopolita e inespecifico, podendo infectar mais de 408 espécies de plantas
entre elas, monocotileddneas e dicotiledoneas. A espécie S. sclerotiorum é conhecida e estudada desde 1837
e esta distribuido mundialmente (GORGEN, 2009). Essa doenca ocorre em um grande nimero de paises,

principalmente de clima temperado e subtropical (BIANCHINI et al., 2005).

Essa doenga demonstrou um aumento consideravel a partir da safra de 2008, com estimativa de 23,7%
da area de cultivo de soja no Brasil infestados pelo patdgeno na safra 2012/2013, superando 2,6 milhdes de
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hectares (MEYER et al., 2015). De acordo com a Sociedade Nacional de Agricultura (SNA), nada menos que
seis milhdes de hectares (de um total de 70 milhdes de hectares cultivadas) apresentam a doenga no Brasil
(MENTEN; CALACA; KREYCI, 2015).

Os esclerddios sdo constituidos por um enovelamento de hifas, de coloracdo inicialmente branca,
tornando-se negros posteriormente. A coloracdo escura € resultado da presenca de melanina, pigmento que
possivelmente desempenha um papel importante na protecdo contra condi¢Ges adversas e na degradacao
microbiana (BOLTON; THOMMA; NELSON, 2006).

Os esclerodios podem germinar de duas formas miceliogénica ou carpogénica. A germinacdo
miceliogénica é caracterizada pelo crescimento de hifas hialinas, septadas, multinucleadas e ramificadas,
formadas a partir de microporos do esclerddio. A germinacao carpogénica € considerada, por varios autores,
como a principal responsavel pelas epidemias em campo. Os fatores ambientais condicionantes da germinacéo
carpogénica do esclerddio incluem temperatura, umidade do solo e profundidade em que o esclerddio se
encontra no solo. Ocasionalmente, o micélio do fungo presente no solo infecta a planta por meio do seu contato
direto com injurias nos tecidos do caule. A germinacdo inicia-se com o crescimento das células fungicas,
denominadas estipes; estes, por sua vez, quando expostos a luz, diferenciam-se em apotécios que liberam

milhares de ascAsporos responsaveis por iniciar a doencga na parte aérea da planta. (LIU; PAUL, 2007).

O apotécio possui formato de taga, conforme descrito por Hao et al., 2003, e coloracdo branca, amarela
ou marrom, chegando a medir at¢ 130 mm de comprimento. Os ascosporos (esporo sexual), citado
anteriormente, sdo cobertos por uma mucilagem pegajosa que, além de formar agregados de esporos, auxilia
sua adesdo a superficie da planta (CLARKSON, 2003). Como o0s ascosporos germinam e colonizam tecidos
senescentes e mortos, flores senescentes séo frequentemente fontes de novas infecgdes; portanto, as novas

flores na base da planta podem ser infectadas durante as fases finais do periodo de infeccéo.

Os esclerddios possuem formato e tamanho irregular, variando de acordo com o hospedeiro, sendo que
em certas culturas, como no girassol, o esclerddio pode cobrir todo o capitulo, atingindo mais de 35 cm de
didmetro, enquanto que, no feijao, o esclerddio possui de 2 a 10 mm de didmetro (BOLTON; THOMMA,;
NELSON, 2006). Os esclerddios podem germinar de forma miceliogénica, produzindo hifas, ou entdo
carpogénicamente, com a producdo de corpos de frutificagdo denominados apotécios. Para que ocorra a
germinacdo carpogénica, os esclerddios passam por um periodo de condicionamento no solo (PAULA
JUNIOR et al., 2010).
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Cada esclerddio é capaz de dar origem a mais de 20 apotécios, nos quais sdo formados milhares de
ascos e, a partir destes, sdo liberados os ascosporos, sendo que durante o periodo funcional (5 a 10 dias), mais

de dois milhdes de ascdsporos podem ser liberados de um Gnico apotécio (PAULA JUNIOR et al., 2010).

O patdgeno pode atacar a planta o feijoeiro em qualquer estadio fisiologico, porém, os maiores danos
acontecem em plantas adultas, sendo considerados os estadios de florescimento e formacdo de vagens os
periodos de maior suscetibilidade (CASSETARI NETO; MACHADO; SILVA, 2010). Em geral, o processo
de infeccdo se inicia na juncao do peciolo com a haste, cerca de 10 a 15 cm acima do solo, onde flores, pétalas
e folhas senescidas se aderem (CANTERI; DALLA PRIA; SILVA, 1999).

O mofo-branco uma doenca de dificil controle, devido, principalmente, a formacdo de estruturas de
resisténcia que garantem a sobrevivéncia do patégeno por longos periodos no solo. Diante disso, a principal
medida de controle da doenca € a prevencdo, evitando a entrada do patégeno na area, pois, apds introduzido
no local, é praticamente impossivel erradica-lo (ALMEIDA et al., 2005; PAULA JUNIOR etal., 2010). Ap6s
detectada a doenca no campo, a utilizacdo de diferentes técnicas de controle, realizadas em conjunto, sdo

essenciais para a manutencao do inoculo em baixos niveis.

2.3.Interacdo Patdgeno Hospedeiro

Uma vez instalado sobre o tecido vegetal, o S. sclerotiorum inicia seu crescimento invasivo nas
camadas celulares do hospedeiro, a partir da lamela média seguindo para a parede celular primaria. As células
vegetais possuem em sua composicdo uma complexa rede de microfibrilas de celulose, moléculas de
hemicelulose e pectina. Esta Gltima € um carboidrato, formado por polimeros de &cido poligalacturénico, que,
juntamente com os polissacarideos que comp&em a hemicelulose e celulose, sdo responsaveis pela rigidez da
parede celular, formando uma verdadeira barreira fisica. Estes componentes funcionam como verdadeiros
elicitores ao entrar em contato com estruturas infectantes de S. sclerotiorum, principalmente os monémeros
de pectina, que, sofrendo despolimerizagéo, proporcionam uma rica fonte de carbono para o desenvolvimento
do fungo (VRIES et al., 2001).

Com o inicio do processo de invaséo, a planta ativa a formacdo de uma barreira toxica contra o
patogeno através da producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), o anion super-6xido (02) e o perdxido
de hidrogénio (H20.), que buscam eliminar a fonte agressora, seja pelo efeito toxico direto das ERO ou pela
- 4 - ativacdo de genes de defesa da planta, a exemplo dos inibidores de poligalacturonases, PGls (REZENDE
etal., 2003).
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Em S. sclerotiorum, a sintese do oxalato é catalisada pela enzima oxalacetato acetil-hidrolase, e a sua
atividade enzimatica aumenta de forma proporcional a diminui¢do de pH do meio. Sua catélise é mediada pela
acdo da enzima oxalato descarboxilase, presente em altas concentracdes intracelulares neste fungo (ROLLINS
et al., 2003). O sucesso do processo patogénico se deve inicialmente a sintese e secrecéo de acido oxalico pelo
fungo. O pH neutro ou ligeiramente alcalino do tecido do hospedeiro estimula a sintese de oxalato, resultando
em uma acidificacdo do meio extracelular que tem sido mostrada como um sinal chave na diferenciacgdo entre
o0 crescimento saprofitico e o crescimento necrotrofico (DURMAN et al., 2005). Relatos recentes, no entanto,
mostraram que é na verdade, pH baixo, e ndo acido oxalato em si, 0 que estabelece melhores condi¢fes para

a patogenicidade de S. sclerotiorum (XU et al., 2015).

Outro dado relevante a ser considerado é que enzimas pectinoliticas, proteoliticas e outras hidrolases
possuem uma maior atividade em condi¢6es acidas, proporcionado pela acdo do acido oxalico. O potencial
patogénico esté diretamente relacionado com a producdo do oxalato e a alteracdo do pH do meio, visto que a
andlise de isolados mutantes que ndo secretavam oxalato ndo eram capazes de infectar o hospedeiro, nao
sendo, desta forma, patogénicos. O oxalato secretado além de ser diretamente toxico a planta, funciona como
quelante de ions calcio, desestabilizando o sistema bioquimico funcional do hospedeiro, sequestra o calcio da
parede celular, suprime o estresse oxidativo gerado pela planta, pela neutralizacdo das espécies reativas de
oxigénio e diminui a afinidade da ligag&o entre as Poligalacturonases (PGs) do fungo com os inibidores de
poligalacturonases (PGls) do hospedeiro (FAVARON et al., 2004).

Dentre as varias enzimas secretadas, S. sclerotiorum sintetiza um grupo conhecido como
poligalacturonases (PGs), que é composto por isoformas que atuam em conjunto, cujo alvo sao as ligacdes
endo e exo dos polimeros de acido poligalacturdnico da pectina presente na parede celular da planta, sendo o
resultado final a maceracdo tecidual, quebra do talo e morte do hospedeiro. Uma isoforma de
endopoligalacturonase foi descrita também como indutora de morte celular programada no hospedeiro,
favorecendo o ataque necrotrofico do fungo S. sclerotiorum (ZUPPINI et al., 2005).

2.4. Trichoderma no Controle Biolégico

Atualmente, a adocdo de métodos de controle desempenha um papel importante dentro do manejo
integrado de doencas. O uso de agentes de biocontrole no tratamento de sementes é uma medida j& aceita por
muitos produtores, pois pode ser uma alternativa para diminuir a dependéncia dos fungicidas nos cultivos
agricolas, e também evitar a resisténcia dos patdgenos a tais produtos quimicos. Nesse sentido, o fungo
Trichoderma spp. destaca-se como importante agente de biocontrole na microbiolizacdo de sementes. No

Brasil, a area tratada com Trichoderma spp. cresceu nos Gltimos anos, e sua viabilidade, como medida de
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controle de doencas € justificada ndo s6 pela sua acdo antagonista, mas esta relacionada com a sustentabilidade
na agricultura moderna (MORANDI; BETTIOL, 2009).

O género Trichoderma (teleomorfo Hipocrea) ¢ um fungo pertencente a classe Hyphomycetes, ordem
Hyphomycetales, familia Moniliaceae (HARMAN, 2008). Pelo fato de muitas linhagens ndo apresentarem o
ciclo sexual conhecido (HARMAN et al., 2004), estes microrganismos sdo classificados como fungos
anamorficos ou imperfeitos. Os fungos imperfeitos sdo caracterizados pela producéo de conidios formados a
partir de células conidiogenas, contidas ou ndo em estruturas especializadas (conidiomas), ou por
fragmentacg&o do talo micelial (MASSOLA JR; KRUGNER; 2011).

No ambiente, as espécies de Trichoderma spp. costumam ser microrganismos de vida livre, que
interagem no solo, nas superficies radiculares e no interior dos tecidos vegetais (RAJENDIRAN et al., 2010).
Esses fungos também colonizam outros substratos, como a madeira, onde a fase sexual (género Hypocrea) é
frequentemente encontrada. O Trichoderma é um fungo encontrado naturalmente em diferentes tipos de solos,
vivendo saprofiticamente e parasitando outros fungos, comportando-se como antagonista a varios
fitopatdgenos, sendo um dos fungos mais pesquisados na atualidade, uma vez que, sdo capazes de atuarem
como agentes de controle biolégico, como promotores de crescimento e indutores de resisténcia de plantas a
doenca em diferentes culturas (LOUZADA et al., 2009).

Nesse sentido, para a cultura do feijoeiro, ha apenas dois produtos a base de Trichoderma spp.,
registrados no Brasil, para o controle de Fusarium solani e Rhizoctonia solani, representados pelas espécies
de T. asperellum e T. harzianum (AGROFIT, 2015). No entanto, de acordo com Lopes (2009), existe no
mercado um grande nimero de produtos que ndo possuem registro junto ao MAPA, porém sdo utilizados no

tratamento de substrato e de sementes e pulverizacdo na parte aérea das plantas.

O fungo Trichoderma spp. possui linhagens de algumas espécies utilizadas no controle de
fitopatégenos (MACHADO et al., 2012), sendo T. asperellum, T. harzianum, T. stromaticum e T. viride as
principais espécies comercializadas como agentes de biocontrole (MORANDI; BETTIOL, 2009). Por sua
vez, a eficiéncia no controle de patdgenos associados as sementes foi constatada por diversos pesquisadores
em culturas como arroz, feijao, soja e trigo (D’AGOSTINO; MORANDI, 2009).

As primeiras publicagdes sobre o uso de Trichoderma como agente de controle biologico de plantas
no Brasil e no exterior foram nas décadas de 1950 e 1930, respectivamente. Foster descreveu a inativacdo do
virus do mosaico do fumo (TMV) por filtrados da cultura de Trichoderma sp. e Weindling descreveu a inibicéo
dos patdgenos R. solani e S. americana pelos mecanismos de parasitismo e antibiose de T. lignorum
(HOWELL, 2003; BETIOL; MORANDI, 2009). Entretanto, embora as habilidades deste género como agente
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de biocontrole sejam conhecidas ha mais de 80 anos, somente recentemente algumas linhagens comegaram a

ser comercializadas e empregadas na producao agricola mundial (HARMAN et al., 2004).

A capacidade de se associar as raizes das plantas (rizocompeténcia) € um destaque desse género. A
simbiose ocorre por mecanismos similares aos de fungos micorrizicos, iniciando-se com a colonizacéo da
superficie externa das raizes que se estende por todo o rizoplano, seguida da producéo de celulases e da invasdo
da primeira ou da segunda camada de células da epiderme, com a producéo de hidrofobinas, que sdo proteinas

que permitem a ades&o as superficies hidrofobicas (BENITEZ et al., 2004).

O controle bioldgico esta diretamente influenciado pelo equilibrio ambiental, com objetivo de criar um
ambiente favoravel ao antagonista, interagindo em todo o sistema bioldgico. Esses métodos visam manter um
equilibrio no agroecossistema, de modo que a planta, na presenca do patdgeno, ndo sofra danos significativos,

em funcéo da acéo controladora dos antagonistas (BIZI et al., 2005).

O sucesso do emprego desses fungos depende do seu crescimento, colonizacao e sobrevivéncia nos
ambientes onde sdo aplicados. Portanto, o tipo de solo, teor de matéria organica, pH, temperatura,
disponibilidade de 4gua, micro-organismos presentes e disponibilidade de oxigénio e nutrientes, influenciam

diretamente a atuacgdo dos agentes de biocontrole.

Na agricultura, Trichoderma tem despertado um interesse cada vez mais expressivo, especialmente
com relacdo ao seu uso como agentes de biocontrole de doencas de plantas. Desde entdo, pesquisas tém
elucidado os mecanismos que estes fungos desenvolvem, configurando-os assim, como verdadeiros
antagonistas de fitopatdgenos. Os mecanismos mais conhecidos sdo: competicdo por nutrientes, antibiose,

micoparasitismo, competéncia rizosférica e inducao de resisténcia (BENITEZ et al., 2004).

Dentre microrganismos benéficos, fungos do género Trichoderma tém sido os mais estudados para
melhorar o desenvolvimento e a producédo de plantas devido, principalmente, a sua capacidade de colonizar
raizes, formando associag¢6es simbidticas com as plantas (HARMAN, 2008). Produzem um grande namero de
substancias (enzimas e antibioticos) que atuam na decomposicéo de residuos vegetais e na inibicdo de agentes
patogénicos, interferindo de forma direta ou indireta no desenvolvimento das plantas (HARMAN et al., 2004;
HOYOS-CARVAJAL et al., 2009; SHANMUGAIAH et al., 2009). A presenca do Trichoderma spp. no solo
torna os nutrientes mais sollveis, permitindo uma maior e mais rapida absorcdo pelas plantas, causando

aumento no crescimento do sistema radicular, acompanhado pelo aumento da massa verde.

O processo de antagonismo desenvolvido por este fungo é complexo e pode ocorrer por diferentes

mecanismos, ou por uma combinacgdo destes, como a predacao, amensalismo (antibiose), parasitismo, e pela
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competicdo por nutrientes, espaco e sitios de infeccdo. Uma das vantagens do emprego de fungos antagonistas
é que estes podem ser introduzidos em ambientes diferentes dos quais foram isolados por serem capazes de
estabelecer e parasitar o patégeno, bem como se adaptar ao micro-habitat deste (MELO; AZEVEDO, 2000).

Algumas linhagens de Trichoderma s&o utilizadas no controle de fitopatdgenos e na promocao de
crescimento vegetal com uma versatilidade de agéo, atuando por mecanismos diretos e/ou indiretos, dos quais,
destacam-se, micoparasitismo, antibiose e competicédo, além de atuarem como indutores de resisténcia das
plantas contra doengas (HOYOS-CARVAJAL, ORDUZ, E BISSETT, 2009).

A atividade de biocontrole pode ocorrer indiretamente, competindo por espaco e nutrientes,
modificando as condicGes ambientais, produzindo antibidticos, inativando as enzimas do patégeno ou,
diretamente, mediante o micoparasitismo. (MUKHERJEE et al., 2012).

O micoparasitismo de Trichoderma é um processo complexo, de base molecular ainda em muito
desconhecida. A atividade micoparasita de Trichoderma spp. pode ser devido a producéo de antibioticos,
competicdo por nutrientes, producdo de enzimas envolvidas na hidrélise da parede celular ou uma combinagéo
dessas atividades antagonistas. O conhecimento de proteinas intracelulares, extracelulares e de parede celular
de Trichoderma é necessario para identificar produtos génicos desempenhando funcées no controle biolégico.
Num contexto mais amplo, a separacdo e identificacdo de proteinas de Trichoderma poderdo fornecer

possiveis alvos com atividade antifangica (DRUZHININA et al., 2011).

O processo envolve eventos sequenciais que incluem reconhecimento, ataque, penetracdo e morte do
hospedeiro. Durante o ataque T. harzianum secreta a0 meio extracelular enzimas degradadoras da parede
celular que incluem endoquitinases, B-glicosidase, manosidases, fosfatases acidas e proteases as quais agem
sinergicamente causando o controle efetivo de micoparasitas como Botritys cinerea, Macrophomina
phaseolina, R. solani e Fusarium spp. Quando se estabelece o contato fisico entre micoparasita e hospedeiro,
as hifas do primeiro aderem-se por meio de estruturas especializadas denominadas ‘apressorios’ e enovelam-

se ao redor das hifas do hospedeiro (MONTEIRO et al., 2010).

O micoparasita, entdo, penetra no limen da hifa do hospedeiro, onde assimila e metaboliza o conteido
protoplasmatico, utilizando seu aparato enzimatico. Os fungos do género Trichoderma sao considerados
excelentes hiperparasitas, atacando hifas e estruturas de reproducdo e sobrevivéncia dos patégenos de plantas,
assim reduzindo a capacidade infectiva e o indculo do patégeno para infeccdes subsequentes (AMORIM et
al., 2011).
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Antibiose ¢ uma a interacdo entre organismos na qual individuos de uma populagdo secretam
metabolitos volateis e/ou ndo-voléateis capazes de inibir ou impedir o desenvolvimento dos individuos de uma
populacdo de outra espécie. (BENITEZ et al., 2004).

Inibindo o patégeno pela producdo de diversas substancias toxicas, metabolitos volateis e ndo volateis,
como os 4cidos harzianico e heptelidico, e enzimas taiscomo alameticinas, tricholinas e glisopreninas (REINO
et al., 2008).

A competicdo por substratos é considerada um dos mais eficientes mecanismos de agéo utilizados por
Trichoderma. Baseia-se no fato de que os microorganismos competem uns com os outros para obter fontes a
base de carbono, nitrogénio, oxigénio, ferro e outros micronutrientes. Aqueles mais eficientes em usar 0s
recursos disponiveis se multiplicam e colonizam rapidamente a rizosfera. Provavelmente esse mecanismo € a
forma mais comum no controle biol6gico. A competicdo por espago ou sitios de infeccdo podera ocorrer
concomitantemente contribuindo para a atividade de biocontrole (VINALE et al., 2009).

O uso de microrganismos que antagonizam patogenos de plantas é uma saida sustentavel para a
problemaética do controle de doencas na agricultura, a qual se perpetua por anos de cultivo agricola, apesar do
uso intenso de agrotdxicos. Espécies do género Trichoderma possuem propriedades antagbnicas baseadas na
ativacdo de um arsenal de mecanismos variados, o que possibilita atividade contra um largo espectro de

fitopatogenos, e capacidade de controlar um grande nimero de doencas de plantas (RIBEIRO, 2009).

2.5.Linhagens Mutantes de Trichoderma

As Aquoporinas tém sido descobertas em organismos dos varios reinos da vida, incluindo organismos
unicelulares, como bactérias, leveduras e protozoarios, e organismos multicelulares, como plantas e animais
(BENGA, 2009). Nas plantas, por exemplo, as Aquoporinas mais abundantes encontram-se na membrana
plasmética e na membrana do vacuolo (tonoplasto) (MAUREL et al., 2008). Apesar de ndo se encontrarem
em todas as células e em todos os seres vivos, as Aquoporinas desempenham um importante papel e estdo
presentes nas membranas onde é necessaria uma passagem rapida das moléculas de 4gua de modo a que essas
celulas possam desempenhar as suas fungbes (BENGA, 2009). Para além de transportarem &gua, algumas
destas proteinas podem transportar glicerol, contribuindo, por exemplo, para o0 metabolismo dos lipidos nos
mamiferos. Outros estudos também sugerem que podem transportar outras pequenas moléculas e gases, como
aminoacidos e dioxido de carbono (VERKMAN, 2011). As Aquoporinas desempenham, assim, funcfes em
diversos processos biologicos, como as relagfes de simbiose nos nddulos das leguminosas e nas micorrizas,

nas plantas, e a hidratacdo da pele, nos mamiferos.
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As Aguoporinas sdo pequenas proteinas integrais de membrana, que pertencem a antiga familia
proteinas intrinsecas principais, com membros em animais, micro-oganismos e plantas (KALDENHOFF et
al., 2008). Principais proteinas intrinsecas ou aquaporinas sdo sinébnimos que sdo frequentemente utilizados
na literatura. Tais proteinas foram descobertas em todos os reinos, archaeas e eubactérias, fungos, animais e
Plantas (ENGEL; STAHLBERG, 2002). Isolados de Trichoderma mutantes que superexpressam proteinas
podem ser uma alternativa ndo s6 para o controle bioldgico, pois foi sugerido que Aquoporinas auxiliam na

sobrevivéncia ao fornecer protecao contra o choque osmotico (TANGHE et al., 2006).

Em eucariotos superiores, 0s membros da familia das Aquoporinas executam uma grande variedade
de funcdes fisioldgicas, incluindo: concentrar a urina nos rins (CHEN et al., 2013), controlar a absorcéo de
glicerol nas células (FRUHBECK, 2005), manter a homeostasia de &gua no cérebro (AMIRY-
MOGHADDAM; OTTERSEN, 2003), e regulacdo da osmolaridade na célula vegetal (AZAD et al., 2008;
MAUREL et al.,, 2002). Sdo canais proteicos presentes na membrana plasméatica e em membranas
intracelulares, responsaveis pelo transporte de agua e pequenos solutos neutros, como ureia, acido borico,
acido salicilico e gases como amonia e dioxido de carbono (MAUREL et al., 2008). A estrutura proteica das
Aquoporinas apresenta caracteristicas conservadas. E constituida de seis hélices conectadas por trés alcas
extracelulares e duas alcas intracelulares, com as por¢des Ne C-terminal projetadas para o citoplasma
(KALDENHOFF et al., 2008).

Apesar do nimero crescente de genomas sequenciados, as proteinas da familia cerato-platanina (CPPS)
parecem existir apenas em fungos. Bactérias, Oomycota, plantas e animais ndo possuem de fato homologos
de CP, enquanto que genes que codificam para CPPs foram encontrados, até agora, em mais de 50 genomas
fangicos (CHEN et al., 2013). Os dados experimentais sugerem que os CPPs desempenham um papel durante
as interacdes fungo-planta. Quando T. virens e T. harzianum foram co-cultivados respectivamente com raizes
de algodao ou tomate, a expressédo de CPPs aumentou em comparagdo com a cultura obtida na auséncia da
planta (DJONOVIC et al., 2006; SAMOLSKI et al., 2009).

As cerato-plataninas sdo uma pequena familia de proteinas caracterizadas por possuir homologia em
sequéncias, mas nem sempre com uma clara identidade funcional. Entretanto, elas sdo todas secretadas €, em
alguns casos, estdo envolvidas no fendmeno de reconhecimento bioldgico (BODDI et al., 2004). A proteina
elicitora de defesa, denominada Epl-1 foi identificada como maior componente do secretoma de Hypocrea
atroviridis (SEIDL et al., 2006). A analise da sequéncia desta proteina revelou ser uma proteina a SM1

(VARGAS et al., 2008) e, também, membro da familia cerato-plataninas.

Proteinas da familia Cerato-platanina (CP) sdo liberadas durante os primeiros estadios de

desenvolvimento de fungos filamentosos. Eles podem atuar como elicitores e induzir respostas de defesa em
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plantas. Por exemplo, as proteinas Sm1 ou 4Epl-1 de T. virens e T. atroviride, respectivamente, demonstraram
induzir a producdo de fitoalexina e ou morte celular em plantas hospedeiras e ndo hospedeiras.

O mutante 4Epl-1 de T. harzianum esta envolvido no processo de microparasitismo contra fungos
fitopatogénicos, na protegéo, reconhecimento, no enrolamento nas hifas hospedeiras e expressao de defesas
relacionadas em plantas de feijdo-comum. O grupo de pesquisa do laboratério de enzimologia da Universidade
Federal de Goias, vem trabalhando com o fungo do género Trichoderma, dentre os estudos esta linhagens

mutantes deste fungo, que estdo sendo utilizadas neste trabalho.

2.6.Inducédo de Resisténcia em Plantas

A inducdo de resisténcia € um fendmeno em que a planta expressa um aumento da sua capacidade de
resisténcia eliciada por estimulos ambientais especificos. Tal resisténcia é efetivada contra um amplo espectro
de patogenos parasitas, incluindo fungos, bactérias, virus, nematoides, plantas parasiticas e até insetos
herbivoros (WALLING, 2006).

Os primeiros relatos de inducéo de resisténcia foram descritos por Beauverie, 1901 e Ray, 1901 que
observaram o fenbmeno em begdnias pelo uso de isolados atenuados de Botrytis cinerea e relacionaram a
indugcdo com as condigOes ambientais de cultivo. No Brasil, os primeiros estudos de indugéo de resisténcia
foram desenvolvidos pela Dra. Walkyria B. C. Moraes ao usar urediniosporos inativados de Hemileia vastatrix
em plantas de cafeeiro contra a ferrugem alaranjada (ROMEIRO, 2005).

As plantas ndo aceitam passivamente a agressao por parte de seus inimigos, pois possuem mecanismos
de resisténcia pré-formados e pds-formados que podem ser estruturais ou bioquimicos. Os mecanismos pré-
formados apresentam barreiras ja existentes antes do contato com os patdgenos e que visam conter a agressao,
sendo que estas barreiras sdo denominadas de defesas constitutivas e sdo representadas por mecanismos
estruturais como: ceras, cuticulas, parede celular espessa, tricomas, adaptacdes em estdmatos e fibras
vasculares, bem como substancias bioquimicas pré-formadas, como fenois, alcaldides, lactonas insaturadas,
glicosidios fendlicos, glicosidios cianogénicos, fitotoxinas, inibidores protéicos e enzimas hidroliticas
(AGRIQS, 2005).

Além destes, existem 0s mecanismos de resisténcia pos-formados que sdo ativados ou aumentam a
concentragdo de compostos pre-existentes apos a infeccdo do patdgeno. Estes mecanismos envolvem a
formacéo de papila, halo, lignificacdo, camada de cortica, formacéo de tiloses e deposicdo de goma, que séo
mecanismos estruturais, ja 0s compostos constituintes dos mecanismos bioquimicos pds-formados séo as
fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-RP) e espécies reativas de oxigénio (AGRIOS,
2005).

A expressdo de defesa na planta pode ocorrer por meio de duas rotas metabdlicas diferentes, sendo
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assim a inducdo de resisténcia pode ser dividida em resisténcia induzida por microrganismos patogénicos que
tem o acido salicilico (AS) como principal sinalizador, levando a expressao principalmente de proteinas-RP,
sendo designada como resisténcia sistémica adquirida ou SAR (do inglés — systemic acquired resistance)
(MAUCH-MANI; METRAUX, 1996), e a resisténcia sistémica induzida ou ISR (do inglés — induced systemic
resistance), cujos principais sinalizadores sdo &cido jasmonico (JA) e etileno (ET) e independe do AS
(BOSTOCK,1999). De qualquer maneira, independentemente do agente bidtico indutor, a comunicagao
cruzada entre as diferentes rotas ja foi demonstrada (PIETERSE et al., 2005).

Os horménios das plantas JA, ET e SA sao reguladores centrais do sistema de resisténcia nas plantas.
JA e ET séo jogadores importantes na regulamentacdo do ISR e provaram ser eficazes contra-atacantes de
fungos necrotrofos tipicos que sdo sensiveis as defesas dependentes de JA/ ET (CHOUDHARY et al., 2011),
enquanto a via SA é importante na regulamentacdo da SAR, AS (ALKOORANEE et al., 2015).

Os agentes patogénicos das plantas estimulam a planta hospedeira a ativar as respostas da defesa contra
os invasores, mas essa fraca reacdo de defesa ndo limitara a disseminacdo do patdégeno na planta hospedeira
(THORDAL-CHRISTENSEN, 2003). No entanto, as respostas de defesa podem ser reforcadas
desencadeando a planta antes do ataque de patdgenos. A aplicacdo de microorganismos para o controle de
doencas, que é uma forma de controle biologico, € uma abordagem ecologica (LUGTENBERG;
KAMILOVA, 2009).

Os fungos promotores do crescimento das plantas (PGPF) e as rizobactérias promotoras do crescimento
das plantas (PGPR) sdo grupos de fungos / bactérias de rizosfera de vida livre que colonizam os sistemas
radiculares e exercem efeitos benéficos sobre o crescimento e o rendimento das plantas. Esses grupos
estimulam a defesa das plantas a uma ampla gama de agentes patogénicos, um processo conhecido como
resisténcia sistémica induzida (ISR) (NAZNIN et al., 2014).

O indutor bidtico é um microrganismo benéfico ndo-patogénico presente na rizdsfera das raizes das
plantas, que desempenha um papel importante na melhoria do crescimento e protecdo das plantas. Este indutor
tem mecanismos diferentes de elicitacdo que podem induzir a resisténcia sisttmica nos hospedeiros contra
agentes patogénicos através da producdo de algumas enzimas, polisacaridos, hormdnios e metabdlitos
secundarios entre outros, que atuam como estimulos internos, o que desempenha um papel de ativacdo dos
genes de resisténcia.

Trichoderma spp. € um fungo simbionte de planta que induz o crescimento e a resisténcia a uma grande
variedade de fitopatdgenos (BROTMAN et al., 2013). Foi relatado que alguns Trichoderma spp., podem
estimular ISR em culturas através de moléculas de sinalizagdo, como JA, ET e SA, e agir como defesa em
plantas com doencas causadas por agentes patogénicos biotréficos ou necrotroficos, tais como como S.
sclerotiorum, Erysiphe cruciferarum, Fusarium verticillioides e B. cinerea entre outros (HERMOSA et al.,
2012).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5450013/#B55
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5450013/#B39
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5450013/#B39
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Para a inducdo s&o necessarios compostos elicitores que podem ser biologicos (derivada de plantas ou
microorganismos) ou sintética, como acido beta-amino-butirico (BABA), cis-jasmona e acibenzolar-S-metil
(ASM) (WALTERS et al., 2013). As plantas geralmente reconhecem trés tipos de elicitors quimicos: Padrdes
moleculares associados a micro-organismos benéficos (MAMPS) liberados por estes, padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPs) liberados por microorganismos patogénicos e padrGes moleculares
associados ao dano (DAMPs) produzidos por plantas em lesdes por insetos herbivoros ou mesmo durante a
degradacdo microbiana (HENRY et al., 2012; NEWMAN et al., 2013). Essas moléculas acima mencionadas
séo reconhecidos pelas plantas através de receptores de reconhecimento de padrbes transmembranares (PRRs)
(JONES; DANGL, 2006; MAFFEI et al., 2012; NEWMAN et al., 2013). Ap6s o reconhecimento, a defesa
das plantas é ativada. Essa estimulacdo da reacdo de defesa estimula a planta atraves do mecanismo de inducao
de resisténcia sisttmica (HENRY et al., 2012).

A protecdo fornecida por isolados de Trichoderma spp. que estimulam o ISR nos hospedeiros pode ser
tdo eficaz a os fornecida por materiais quimicos ou fungicidas (HOITINK et al., 2006). Além disso, filtrados
de cultura sem células (CF) de Trichoderma spp. podem melhorar a SAR em plantas, estimulando moléculas

de sinalizacdo contra uma variedade de agentes patogénicos.

2.7. Proteinas relacionadas a inducéo de resisténcia

As proteinas relacionadas a resisténcia de plantas sdo conhecidas como PR-Proteinas, termo utilizado
primeiramente para descrever numerosas proteinas extracelulares que se acumulavam em plantas de fumo
(Nicotiana tabacum) infectadas com o virus do mosaico do fumo (TMV) (VAN LOON; VAN KAMMEN,
1999). Algumas dessas PR-Proteinas encontram-se expressas, em baixos niveis, de forma constitutiva em
plantas, ou seja, sob condi¢cbes normais. Entretanto, seus niveis sdo aumentados quando as plantas sdo
submetidas a condicdes de estresses. Ha outras que, embora ndo sejam detectadas em condicdes fisioldgicas
normais, tém seus genes correspondentes ativados, vindo a ser detectadas nos tecidos vegetais apés injuria,
apos o ataque de patdgenos e/ou pragas e sob condi¢cdes de estresses ambientais do tipo salinidade, seca e
baixas/altas temperaturas (MARTINS-MIRANDA, 2002).

As PR-proteinas formam um diverso grupo de proteinas presentes em pequenas quantidades, porém,
sdo altamente sintetizadas em resposta ao ataque de patogenos. Sao classificadas de acordo com suas fungdes
e propriedades, se apresentam extremamente acidas ou extremamente basicas e, por isso, sdo altamente
soluveis e reativas. Dentre as suas diversas fungdes, algumas proteinas-PR induzem a sintese de etileno,
enquanto outras induzem a producdo de enzimas oxidativas e proteinas envolvidas na modificagdo e reforco

da parede celular. Elas também podem sintetizar compostos antimicrobianos, tais como as fitoalexinas, ou
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destruir os componentes da parede celular do patégeno, ou serem inibidoras de proteases, que neutralizam

enzimas especificas do patégeno (AGRIOS, 2005).

Dentre as 14 familias de proteinas-PR, as mais conhecidas sdo as PR1 (antioomicetos e antiflngicas),
as PR2 (B-1,3-glucanases), as PR3 (quitinases), asPR4 (antifungicas) e PR6 (inibidoras de proteases), dentre
outras como defensinas, tioninas, lisozimas, lipoxigenases, proteinases, quitosanases e peroxidases.
(AGRIOS, 2005). A inducdo de proteinas-PR pode estar relacionada a patogénese por infec¢des ou por agentes
quimicos ou ambientais. As alteracdes nas atividades dessas enzimas-chave permitem acompanhar o estado
de inducéo de resisténcia em plantas expostas a patogenos (MACAGNAN et al., 2008). Entre essas enzimas,
estdo as lipoxigenases, as peroxidases, a fenilalanina aménia-liase, as B-1,3-glucanases e as quitinases
(BAYSAL; DEMIRDOVEN, 2007).

As lipoxigenases vegetais utilizam &cido linolénico ou acido linoleico como substrato e estdo
envolvidas na biossintese de compostos regulatérios, tais como o acido traumatico e acido jasmonico
(Anderson et al., 1989; Farmer e Ryan, 1992; Bunker et al., 1995). As lipoxigenases ocorrem em varias partes
da planta, onde desempenham varias funcdes e processos como: crescimento e desenvolvimento, resisténcia
a insetos e patdgenos, germinacdo de sementes dentre outras (CHRISTENSEN; KOLOMIETS, 2011). A
relacdo estrutura/funcdo desempenhada pelas enzimas lipoxigenases nao estd completamente elucidada e por
1SS0 sdo muito importantes, (BATISTA et al., 2002).

As lipoxigenases catalisam a formacdo de hidroperoxidos de acidos graxos poliinsaturados, o que
origina compostos volateis e o regulador traumatina, entre outros, envolvidos no crescimento, na maturagao,
na senescéncia e em respostas de defesa das plantas (BAYSAL; DEMIRDOVEN, 2007). Nas plantas as
lipoxigenases sdo particularmente interessantes no contexto de patdgenos micéticos micotoxigenos, porque
ha evidéncias crescentes de que a sinalizacdo de oxilipina esta envolvida tanto na patogénese quanto na
estimulacdo da producéo de micotoxinas (TSITSIGIANNIS; KELLER, 2007). As oxilipinas sdo uma classe
diversificada de acidos graxos oxigenados, derivados da via das lipoxigenases (GAO; KOLOMIETS, 2009).
Suas funcdes relacionadas a defesa estdo bem caracterizadas, mas ha evidéncias de que as lipoxigenases da
planta desempenham um papel essencial na susceptibilidade do hospedeiro a contaminagdo por micotoxinas
(CHRISTENSEN; KOLOMIETS, 2011).

As peroxidases sdo glicoproteinas antioxidantes que catalisam a oxireducdo entre H2O. e Vvarios
agentes redutores. S&o capazes de catalisar grande numero de rea¢Ges, como a producédo ou catalise de H20-
(CHOl et al., 2007), formacdo de lignina e suberina (QUIROGA et al., 2000), além de estarem envolvidas nos
processos de senescéncia (VELJOVIC-JOVANOVIC et al., 2006), germinacdo de sementes (SCHOPFER,;
PLACHY; FRAHRY, 2001) e florescimento (LOKHANDE et al., 2003). As peroxidases oxidam substratos

organicos por meio da eliminacdo do peroxido de hidrogénio, espécies reativas de oxigénio e aceptora de
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elétrons. Além disso, essas enzimas participam do crescimento e do desenvolvimento vegetais, da
destoxificacdo celular e de mecanismos de defesa como lignificacéo, cicatrizagdo de ferimentos e oxidacédo de
compostos fenolicos (BAYSAL; DEMIRDOVEN, 2007).

Ocorrendo em plantas, animais e microrganismos, esses catalizadores possuem inimeras funcdes que
variam de acordo com o grupo taxonémico. Alguns de seus papéis sdo: oxidacdo de fendis, ligacdo de
polissacarideos e defesa contra patdgenos; estas também tém sido aplicadas em andlises clinicas, na
espectrofotometria de biomoléculas e em imunoensaios (HAMID; REHMAN, 2009). De acordo com suas
propriedades estruturais e cataliticas, as peroxidases sdo classificadas em trés superfamilias: peroxidases
animais, catalase e peroxidases vegetais. As peroxidases vegetais estdo subdivididas em trés classes. A classe
| é constituida por enzimas intracelulares, como a citocromo-C-peroxidase de plantas, bactérias e leveduras;
e a ascorbato-peroxidase. A classe Il é formada por enzimas extracelulares de fungos, como a lignina-
peroxidase. A classe Il € constituida por peroxidases que sdo secretadas no apoplasto ou acumuladas no
vacuolo, apresentam uma ampla variedade de substratos e sdo responsaveis pela maioria das reacdes de

oxireduc&o estimuladas pelas variagcdes ambientais, ferimentos ou reagdes infecciosas (HIRAGA et al., 2001).

A atividade desta enzima pode ser alterada em funcdo da resisténcia ou suscetibilidade de diferentes
hospedeiros na presenca de diferentes patogenos. Além disso, parecem ter um papel importante na inducéo de
resisténcia, atuando como um mecanismo de defesa contra patdgenos. As principais funcdes das peroxidases
ndo foram bem esclarecidas. Estudos das alteracfes provocadas pela inducgéo de estresses fisioldgicos podem

contribuir para a melhor compreenséao da acédo especifica das isoformas da GPX (BOUDJEKO et al., 2005).

A fenilalanina ambnia-liase € um importante intermediario na formacdo da maioria dos compostos
fendlicos, situada nas ramificacfes entre os metabolismos primario e secundario, é a enzima responsavel pela
catalisacdo dessa etapa reguladora. A atividade € aumentada em condicdes de estresse. Esse aumento provoca
aumento na concentracdo de compostos fendlicos, 0s quais sdo substratos das enzimas oxidativas. Esta enzima
é fundamental na biossintese de fenilpropandis e participa da sintese de mondmeros de lignina, &cido salicilico,
fitoalexinas e flavonoides (GERASIMOVA et al., 2005). E uma das principais enzimas que atuam na
formacéo dos precursores da lignina, a qual atua na resposta de defesa das plantas por reforcar as paredes

celulares contra invasdo dos patdgenos, catalisando a fenilalanina a acido trans-cinamico (RAES et al., 2013).

A atividade da fenilalanina amoénia-liase aumenta em resposta a diferentes tipos de estresse,
especialmente ao estresse térmico, sendo considerada por muitos autores como “proteina do estresse”,
relacionando-se com desenvolvimento de mecanismos de protecdo e adaptacdo de plantas a situagdes adversas
(CHAKRABORTY et al., 2008), sendo influenciada por vérios fatores externos e internos, como: hormonios,

niveis de nutrientes, luz, infec¢do por patdgenos e ferimentos. A invasdo de fungos, por exemplo, induz a
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transcricdo do mRNA que codifica para essa enzima, aumentando assim sua sintese e, consequentemente,

estimulando a produgéo de compostos fendlicos (SILVA et al., 2006)

As quitinases sdo endoglicosil-hidrolases que clivam de forma especifica as ligacGes glicosidicas da
quitina, um homopolissacarideo linear formado por unidades de 2-acetamida- 2-desoxi-D-glicose (N-acetil-
D-glucosamina) unidas por ligagdes do tipo B-[1-4], encontradas principalmente nas carapacas de crustaceos,
cuticulas de insetos e na parede celular de fungos. Depois da celulose, este € o biopolimero mais abundante
na natureza (ADRANGI; FARAMARZI, 2013)

As quitinases estdo distribuidas por entre duas numerosas familias de glicosil-hidrolases (familias 18
e 19), que diferem em relacdo as suas estruturas primarias e terciarias 1 e ao mecanismo de catélise 4 As
quitinases da familia 18 formam produtos B-anomeéricos, através de um mecanismo de retencéo, enquanto as
enzimas da familia 19 formam produtos a-anoméricos, por um mecanismo de inversdo (BOLDO et al., 2009).
As quitinases constituem um importante grupo de enzimas associadas a hidrélise de quitina e possuem diversas
funcbes na natureza como associagdo aos mecanismos de defesa, nutricdo e morfogénese numa ampla
diversidade de organismos (SUGINTA et al., 2009). Nas plantas, estdo envolvidas nos mecanismos de
resisténcia a fungos, insetos e outros fitopatdgenos, evitando assim o surgimento de doencas (AJIT et al.,
2006).

As quitinases sdo expressas constitutivamente em niveis relativamente baixos em todos os 6rgéos e
tecidos das plantas, compartimentalizadas no vacutolo e apoplasto. As quitinases de plantas fazem parte do
grupo de proteinas-PR, capazes de induzir resisténcia, local ou sistémica, ao ataque de fungos e outros
fitopatogenos (DEVAPPA et al., 2010). Posteriormente, descobriu-se que as proteinas-PR (incluindo as
quitinases) sdo também induzidas por varios outros estresses, como estiagem, salinidade, danos mecénicos,
metais pesados e reguladores do crescimento vegetal. (PUNJA et al., 1993). As quitinases constituem até 50%
das proteinas soltveis em uvas (Vitis vinifera). Danos mecanicos aos tecidos da planta, ocasionados por fungos
ou mastigacéo por insetos, provocam a liberagdo de uma variedade de hormonios vegetais, como etileno, que
juntamente com o acido salicilico estimulam a producdo de quitinase. Durante 0 amadurecimento as uvas
produzem niveis relativamente elevados de quitinase, provavelmente como uma forma de protecdo contra o
aumento da suscetibilidade de ataques por fungos, devido ao aumento da concentracdo de aglcares e ao
amaciamento da casca do fruto. As quitinases parecem ter um papel direto na defesa do vegetal ao hidrolisar
0s polimeros de quitina, o principal componente da parede celular da maioria dos fungos (LI et al., 2010).

As quitinases catalisam a hidrolise das ligagdes B-1,4 das N-acetilglicosaminas, que constituem a
quitina das paredes celulares dos fungos. Ja as B-1,3-glucanases (EC 3.2.1.6) hidrolisam B-1,3-glucanas das
paredes celulares e dos esporos de fungos (WU; BRADFORD, 2003). Em plantas, as quitinases e as [3-1,3
glucanases sdo pouco expressas constitutivamente, mas prontamente induzidas sob estresse (WU;

BRADFORD, 2003). A maioria libera oligdbmeros compostos por duas a seis unidades de glicose pela agao



35

hidrolitica sobre B-1,3-glucana, laminarina (extraida da alga Laminaria sp.) ou curdlan (extraido de
Alcaligenes faecalis) (MARTINS, 2008). Essas enzimas ja foram encontradas em plantas (NAZEEM et al.,
2008), algas (CORDEIRO et al., 2006) fungos (EI-KATATNY et al., 2001), bactérias (LIN et al., 2009),

Os vegetais apresentam quatro classes estruturais de 3-1,3 glucanases que se diferenciam na estrutura
e sequéncia de aminodcidos. A classe | € composta por proteinas basicas, localizadas no vactolo e com massa
aproximada de 33 kDa. As proteinas das classes Il e Il sdo béasicas e encontradas no apoplasto, bem como
possuem entre 34 e 36 kDa, além de duas isoformas da classe 11 com 41 kDa expressas em flores de plantas
de fumo. A classe IV é composta por apenas uma proteina extracelular, que é localizada em anteras de flores
de plantas de fumo e tem a funcdo de degradar a calose durante o desenvolvimento do grdo de pdlen
(LEUBNER-METZGER, 2003).

A B-1-3-glucana é componente da parede celular das plantas e da parede de fungos patégenos, por isso,
estd enzima tem sido de interesse em estudos envolvendo as interacGes planta- fungo e seu uso como
marcadores bioquimicos para resisténcia a doencas. Em inocula¢cbes com P. palmivora em diferentes
genotipos de citros, verificou-se que a atividade da B-1-3-glucanase foi alterada em folhas e raizes das plantas
infectadas (ULBRECHT; BOWMAN, 2007).

Outro mecanismo ativado na planta como resposta ao ataque dos patdgenos é representado pelo
estresse oxidativo, o qual € um tipo de resposta fisiolégica da planta logo apds o reconhecimento do patégeno.
Neste tipo de resposta, temos as espécies reativas de oxigénio (Reactive Oxygen Species - ROS), como
superéxido (0O2.-), peroxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxila (OH), que sdo produzidas
constantemente como subprodutos de varias vias metabdlicas localizadas em diferentes compartimentos
celulares, bem como nos eventos de sinalizagdo durante as interagOes planta-patogeno (HEISER; OSSWALD,
2008).

3. Metodologia

Os experimentos foram desenvolvidos no laboratério de Enzimologia da UFG e na Embrapa Arroz e
Feijdo, foram utilizados trés isolados do fungo T. harzianum o ALL 42 cepa silvestre, linhagem mutante de T.
harzianum Aquo, sendo que esta superexpressa a proteina aquaporina e a linhagem mutante de T. harzianum
AEpl-1, este gene estd envolvido no processo de microparasitismo contra fungos fitopatogénicos, e ainda

plantas controles sem a inoculacdo de isolados de Trichoderma e S. sclerotiorum.

Os isolados de Trichoderma mutantes sdo oriundo de outros trabalhos desenvolvidos por este grupo
de pesquisa, sendo que a construcdo do vetor e transformacdo da linhagem mutante do T. harzianum aquo,
foram feitas via biobalistica, por bombardeamento, microparticulas de tungsténio M5 contendo 5 g do vetor

de superexpressdo foram preparadas de acordo com ARAGAO et al., (2002).
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Jé& para a linhagem mutante de T. harzianum 4Epl-1, inicialmente foram selecionados para anélise 0s
genes que codificam as proteinas Epl-1 (ID da Proteina: 508110) e Exoglucanase (ID da Proteina: 129594) de
T. harzianum, baseado em dados preliminares obtidos pelo grupo, como determinar o papel da proteina Epl-
1 no processo de micoparasitismo, inducao de resisténcia em plantas e producdo de compostos bioativos com
a finalidade de desenvolver linhagens e produtos mais eficientes no combate a fitopatdgenos. As linhagens
Knockout foram geradas a partir da linhagem selvagem de T. harzianum utilizando os oligonucleotideos para
delecdo do gene Epl-1, a transformacdo dos fungos foi conduzida por geracdo de protoplasto como descrito
por GRUBER et al., (1990).

As sementes utilizadas para o plantio séo da cultivar estilo, nestas foram inoculadas suspensdo de
esporos dos isolados citados acima, para o controle também foram cultivadas plantas sem a inoculacdo da
suspenséo de esporos nas sementes. As sementes foram semeadas em vasos de 5 litros com solo, as plantas

foram coletadas no estagio R5 quando estdo florescendo no quadragésimo sétimo dia.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com 5 repeti¢Ges para analises fisiologicas e
enzimaticas. Os dados foram submetidos separadamente a analise de variancia. Quando se observou diferenca

significativa pelo F-teste (5%), foi realizado o teste Duncan (5%) para a separacao de médias.

3.1.0btencéo do inéculo

As linhagens de Trichoderma utilizados nos ensaios, foram cultivados em grdos de arroz parboilizado
em Erlenmeyer (250 mL) umedecidos com agua destilada a 60 % e autoclavados (121° C; 40 min). Os frascos
serdo mantidos em BOD a 25°C e fotoperiodo de 12 horas durante sete dias. Foram preparadas suspensdes de
esporos com uma concentragéo de 2 x10° conidios viaveis.mL-1, obtidas apds a lavagem do arroz com agua
destilada (Figura: 1).
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Figura 1: Isolados inoculados em arroz e suspenséo dos esporos de T. harzianum.
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3.2.Producéo das plantas em casa de vegetacao

As sementes de feijdo para o plantio foram fornecidas pela Embrapa Arroz e Feijdo, sendo que nestas
foram feitos testes de sanidade. As sementes foram imersas em uma suspenséo de esporos, por 10 minutos, e

depois expostas ao ar natural para secagem durante duas horas, em seguida serdo plantadas (Figura: 2).

Figura 2: Vasos que foram semeados para producédo das plantas em casa de vegetagao.

3.3. Inoculagéo das plantas com o fungo Sclerotinia sclerotiorum

A inoculacdo do patogeno foi feita no estdgio de florecimetnto no 47° dia ap6s o plantio, antes da
inoculacdo, o isolado de S. sclerotiorum foi cultivado em meio de cultura BDA por trés dias, a 25£1°C, em
fotoperiodo de 12 horas, de onde se obtiveram os discos de BDA com micélio. O método de inoculagéo
consistiu em fixar uma ponteira de plastico de 1.000 pL, preenchida com discos de BDA com micélio no

peciolo do 3o trifélio (Hoffman et al., 2002). O meio de cultura foi perfurado com a propria ponteira utilizada
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para inoculagdo, que foi totalmente preenchida com os discos; desta forma, o micélio ficou em contato direto

com a planta no local da inoculagéo (Figura: 3).
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Figura 3: Plantas inoculadas com o patégeno S. sclerotiorum.

3.4. Obtengéo e armazenamento das amostras

As plantas foram coletadas por inteiro (parte aérea e radicular) e armazenadas em freezer -80°C para

analises bioquimicas e moleculares. As analises fisioldgicas foram feitas logo em seguida a coleta.

1.5. Analises Fisioldgicas da area foliar, sistema radicular e massa seca

Para determinacdo da area foliar foi utilizado o medidor Area Meter modelo LI3100, as analises da
morfologia do sistema radicular, sendo feita por meio do sistema WinRHIZO Pro 2007 a (Régent Instr. Inc.),
acoplado a um scanner profissional Epson XL 10000 equipado com unidade de luz adicional (TPU) (Figura:
4).
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Figura 4: Raiz de feijdo comum no estadio R5 escaneada pelo programa WinRHIZO pro 2007.

As raizes foram dispostas em uma cuba de acrilico de 20 cm de largura por 30 cm de comprimento,
com uma lamina de agua de aproximadamente um centimetro, que permite a aquisicdo de imagens de raizes
lavadas e medicao do comprimento, diametro, superficie e volume da raiz. Para obtencdo da massa seca, as

amostras serdo submetidas a secagem em estufa regulada 60 °C, por aproximadamente 72hs.

1.6. Ensaios Enzimaticos

A dosagem da atividade da enzima [-1,3-glucanase foi efetuada em meio reacional, composto de 50
uL de extrato bruto das folhas das plantas e laminarina 1% em tampdo acetato de sddio 1,0 M com pH 4,5 a
qual foi incubada a 35°C. Trabalhou-se em condicdes de velocidade inicial de reacdo. A quantificacdo do
produto da reacdo deu-se através do método do DNS (&cido 3,5-dinitrosalicilico) 1%, efetuando-se as leituras
com auxilio de espectrofotdbmetro FENTO 600 Plus em comprimento de onda igual a 540 nm. Uma curva
padrdo de glicose foi elaborada. A atividade enzimética especifica foi definida como a quantidade de glicose
em mg produzida em meio reacional por tempo em minuto e por miligrama de proteina (mg de glicose.min®

.mg”). Um miligrama de glicose produzida por minuto foi definido como uma unidade (1U) de atividade

enzimatica.

A atividade da enzima peroxidase foi efetuada em meio reacional, composto de 10 uL de extrato bruto
das folhas das plantas, peréxido de hidrogénio 0,5% e acido 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic)
(ABTS) 1,0 mM em tampé&o acetato de sodio 1,0 M com pH 4,5 a qual foi incubada a 30°C. Trabalhou-se em
condicbes de velocidade inicial de reagdo. A quantificacdo do produto reacional foi efetuada em

espectrofotbmetro Spectrum SP-2000UV em comprimento de onda igual a 405 nm. As concentra¢cdes do
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produto da reacdo foram estimadas pela utilizagdo do coeficiente de extingdo molar do produto (3,6 x 10* mol-
‘.cm”). A atividade enzimatica especifica foi definida como a quantidade de produto em pmol produzida em
meio reacional por tempo em segundos e por miligrama de proteina (umol de ABTS*.s . mg-1). Um pmol de

ABTS* produzido por segundo foi definido como uma unidade (1U) de atividade enzimatica.

A dosagem da atividade da enzima quitinase também foi efetuada em meio reacional, composto de 50
uL de extrato bruto das folhas das plantas, solucdo de quitina 0,25% 1,0 mM em tampéo acetato de sédio 1,0
M com pH 4,5 a qual foi incubada a 35°C. Trabalhou-se em condi¢6es de velocidade inicial de reacdo. A
quantificacdo do produto da reacdo deu-se através do método do DNS (&cido 3,5-dinitrosalicilico) 1%,
efetuando-se as leituras com auxilio de espectrofotdmetro FEMTO 600 Plus em comprimento de onda igual a
540 nm. Uma curva padrdo de glicose foi elaborada. A atividade enzimatica especifica foi definida como a
quantidade de glicose em mg produzida em meio reacional por tempo em minutos e por miligrama de proteina
(mg de glicose.min>.mg™). Um miligrama de aclcar redutor produzido por minuto foi definido como uma

unidade (1U) de atividade enzimaética.

Atividade de fenilalanina aménia-liase aménia-liase aménia-liase foi realizada com um composto de
extrato bruto de folhas de plantas homogeneizado em tampdo borato de sédio (pH 8,8) e em 20 mM de L-
fenilalanina, a absorbancia dos derivados do acido trans-cindmico foi medida em espectrofotdmetro a 290 nm.

A atividade de lipoxigenase foi medida por espectofotémetro usando acidolinoléico (10mM) como
substrato, segundo metodologia adotada por Rangel e colaboradores (2002). Por este método foi quantificado
0 aumento da absorbancia a 234 nm, resultante da formacdo de um sistema de duplas liga¢6es conjugadas no
hidroperdxido formado. Uma unidade de atividade de lipoxigenase foi definida como a quantidade de enzima

que gera 1 umol de hidroperédxidos por minuto.

4. Resultados e Discussao

Na interacdo planta, patdgeno e Trichoderna ndo apresentou diferenca em relacdo a planta e
Trichoderma, dos quatro tratamentos analisados, ou seja, 0 patdgeno ndo influenciou na promocdo do

crescimento das plantas.

O tratamento Aquo promoveu um aumento de 25% na area foliar das plantas em relagéo ao controle, e
se diferencia significativamente dos demais tratamentos, em relacao as plantas com tratamentos All42 e Aepl-
1 aumentou 28% e 91%, respectivamente. O controle apresentou uma area foliar 2,3% maior do que as plantas
com o tratamento All42 e 54% maior do que as plantas com o tratamento Aepl-1.
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O comprimento radicular foi maior 40% em relacdo ao controle nas plantas com os tratamentos Aquo
e All42, e ndo apresentaram diferenca significativa entre si. Nas plantas com o tratamento Aepl-1 o
comprimento radicular foi 65% menor em relacdo ao controle e 131% menor em relagdo aos demais

tratamentos.

O volume radicular das plantas com o tratamento Aquo foi maior 25%, 75% e 169%, quando
comparados com as plantas com os tratatamentos All 42, Controle e Aepl-1, respectivamente. As plantas com
o tratamento All42 apresentaram um volume radicular maior 40% e as plantas com tratamento 4ep/-1 menor

67%, em relacdo as plantas controle.

As plantas tratadas com o isolado All 42 e linhagem do mutante Aquo quando comparados nao
apresentam diferenca signficativa em relacdo a superficie radicular 815,63 cm?e 807,21 cm?. Apresentaram
um incremento de 39% de superficie radicular das plantas com o tratamento All 42 e 37% da linhagem do
mutante Aquo, quando comparados ao controle, e para as plantas tratadas com o isolado mutante Aepl-1 foi

menor 72%.

Quanto a massa seca 0s maiores resultados foram das plantas com o tratamento de linhagem do mutante
Aquo de 11,42 gramas e para as plantas tratadas com o isolado All 42 10, 43 gramas, e 0s menores resultados

para as plantas tratadas com o isolado mutante 4ep/-1 4,83 gramas e controle com 7,83 gramas.

Pereira et al., 2014, observaram a interacdo entre T. harzianum com plantas hospedeiras de Phaseolus
vulgaris na presenca ou auséncia dos fungos fitopatogénicos F. solani e R. solani e mostraram que o
Trichoderma poderia promover o crescimento de plantas de feijdo aumentando seu tamanho total, area foliar

e radicular, e o numero de raizes secundarias, bem como modificando sua arquitetura de sistema de raiz

Trichoderma spp. possui Varios mecanismos para modular o crescimento e desenvolvimento das
plantas, que, em combinacdo com o gendtipo da planta, podem resultar em diferentes fenétipos de plantas,
indicando que o gendtipo Trichoderma também é importante para modular o fenétipo da planta (Salas-Marina
etal., 2015).

Crescentes linhas de evidéncia tém mostrado que o efeito direto exercido por Trichoderma nas plantas
é através da producdo de fitohormdnios, moléculas semelhantes a fito-hormonios, compostos organicos
volateis, metabolitos secundarios, ou alterando a homeostase fitohormonica da planta (Salas-Marina et al.,
2015; Olmedo-Monfil e Casas-Flores, 2014; Sdenz-Mata et al., 2014).
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Figura 5: Efeito dos isolados de T. harzianum na Area foliar, Comprimento radicular, Volume radicular, Area da superficie e Massa
seca em plantas de feijdo comum sem o patdgeno S. sclerotiorum e com patdgeno S. sclerotiorum. Médias da mesma, néo diferem

entre si pelo teste Duncan a 5% de significancia.

O crescimento é ocasionado por microrganismos ocorre devido a acao de varios fatores ainda pouco
esclarecidos, envolvendo producdo de fitohormonios, producéo de vitaminas ou conversao de materiais a uma
forma para a planta utilizar, absorcdo e transporte de minerais e controle de patdégenos. Diversos estudos
mostram o efeito benéfico de espécies de Trichoderma no desenvolvimento vegetal. Filho et al., 2008,
concluiram que o isolado CEN 262 de Trichoderma spp. proporcionou maior indice de desenvolvimento em
mudas de eucalipto. Estudos realizados com Arabidopsis thaliana investigaram o papel da auxina produzida e
isolada de Trichoderma spp. na regulacdo do crescimento e desenvolvimento da planta em resposta a
inoculacdo de T. virens e T. atroviride, desenvolvendo um sistema de intera¢do fungo-planta, o qual resultou
em caracteristicas fenotipicas relacionadas com a auxina, como o aumento da producdo de biomassa e
estimulacdo do desenvolvimento das raizes (CONTRERAS-CORNEJO, 2009).

Carvalho et al, 2011, fizeram um experimento onde foram utilizados seis isolados
de Trichoderma spp. na promocdo de crescimento de plantas de feijdo e observaram que quatro deles
proporcionaram aumentos na massa de matéria seca da parte aérea das plantas entre 4,42 e 5,71%, alguns dos
isolados Trichoderma utilizados neste trabalho também proporcionaram o aumento das plantas. Brotman et
al.,, 2010, também utilizaram espécies de Trichoderma que promoveram aumentos de até 300% no
crescimento de plantas. O efeito benéfico desses fungos tem sido relatado no desenvolvimento de varias
culturas de importancia, como mamoeiro, tomateiro, soja, milho, pepineiro, pimentdo e eucalipto
(CARVALHO et al., 2008; TAVARES, 2009; FONTENELLE etal., 2011; SILVA etal., 2011).
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Chagas et al., 2017, trabalharam com diferentes culturas como: milho, arroz, soja e feijdo caupi, a
inoculacdo de T. asperellum UFT 201 foi superior para as caracteristicas de biomassa, mostrando o potencial
como promotor de crescimento, com aumento acima de 60% em relacéo a testemunha, para todas as culturas,

estes resultados orroboram com os reportados neste trabalho.

Segundo Baugh e Escobar 2007, a acdo de Trichoderma como estimulador do crescimento € complexa
e realizada por interagdes com fatores bioquimicos e producdo de diversas enzimas e compostos benéficos
para as plantas. Neste estudo a caracteristica de promocao de crescimento pode ser observada.

Pedroetal., 2012, avaliando a capacidade de isolados de Trichoderma spp. em promover o crescimento
de plantas de feijdo e reduzir a severidade da antracnose do feijoeiro observaram que os isolados mais
eficientes podem proporcionar aumentos superiores a 30% na producdo de matéria seca da parte aérea das

plantas.

A atividade especifica da enzima 1,3 glucanase foi maior em plantas tratadas com o isolado mutante
de T. harzianum 4Epl-1, em folha e raiz com 2,07 Umg-* e 2,57 Umg-! (tabelal), com e sem inoculagdo de S.
sclerotiorum apresentou com 2,27 Umg-! e 2,34 Umg-! (tabela 3 e 4), respectivamente, apresentado um
resultado significativo na folha em relacdo aos demais tratamento. Na raiz a diferenca significativa apareceu
apenas em relacdo ao controle, ndo apresentou diferenca em relacdo ao isolado silvestre, este resultado também
foi observado em plantas com patdgenos, a delecdo de EPL1 e a superexpressao da proteina aquaporina ndo
afetou a atividade especifica da enzima B 1,3 glucanase. O que aconteceu também com a atividade especifica

de quitinase, que ndo apresenta variacdo entre as plantas inoculadas com isolados mutantes e silvestres.

Tentativas de explorar o antagonismo de fungos, tais como espécies de Trichoderma com potencial
bioldgico, recentemente levaram a proposta de que além de suas propriedades antifingicas reconhecidas. Tais
organismos podem também ser usados como eliciadores de reacbes de defesa de plantas, promovendo a

expressao de produtos relacionados a defesa de plantas (LORITO et al., 2010).

A glucanase € uma importante enzima de defesa, particularmente contra os oomicetos, uma vez que
possuem celulose e glucana como principais componentes da parede celular. Nossos resultados se
correlacionam com estudos anteriores que mostraram niveis aumentados de glucanase durante a inducéao
mediada por Trichoderma em muitos sistemas patogenos-hospedeiros. Resisténcia induzida por Trichoderma
contra Phytophthora capsici em pimenta e resisténcia induzida por Trichoderma roseum contra
Macrophomina phaseolina em gréo-de-bico foi associada com atividades aumentadas de glucanase em um
trabalho feito por Vieira, 2013.

N&o houve diferenca significativa entre plantas tratadas com o isolado mutante de T. harzianum Aepl-

1 e Aquo, na atividade enzimatica de quitinase na folha foi 2,03 Umg-* e 1,93 Umg-! e na raiz 2,51 Umg-* e
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2,48 Umg-t, (tabela 1) respectivamente, apresentando assim as maiores atividades enzimatica, estes
tratamentos nas plantas com e sem inoculacdo de S. sclerotiorum também ndo apresentaram diferenca
significativa entre si, com patdgeno (2,24 Umg-1 e 2,22 Umg-1) sem patogeno (2,30 Umg-* e 2,18 Umg-1), no

entanto, em relacéo ao controle apresentaram variacéao significativa (tabela 3 e 4).

Segundo Saksirirat et al., 2009, trabalhando com quinze isolados de Trichoderma spp. para controlar
Xanthomonas campestres pv. vesicatoria houve uma diminuicdo de 69,32% dos sintomas, observou que
quatro isolados das espécies T. harzianum e T. asperellum, induziram atividade de quitinase nas folhas,
mostrando que essas espécies sao promissoras para a indugdo de resisténcia em plantas de tomate. Os mesmos
autores, relatam que esta enzima € conhecida por desempenhar um papel importante na degradagdo da parede
celular do fungo. Além disso, estdo relacionados a proteinas relacionadas a patogénese (proteinas PR) em

diversas plantas, incluindo o feijao.

As atividades enziméticas das enzimas peroxidase e lipoxigenase ndo apresentaram diferenca
significativa na folha em relacdo aos outros tratamentos, ja na raiz e em plantas com e sem pat6genos o
controle apresentou maiores resultados, peroxidase (0,86 Umg-1, 0,74 Umg-* e 0,83 Umg-1) lipoxigenase (1,41
Umg-t, 1,35 Umg-t e 1,22 Umg-?), propondo assim que o isolado Trichoderma nestas condi¢des ndo tem
efeito na atividade especifica da enzima peroxidase (tabela 2,3 e 4).

Resultados semelhantes para atividade de peroxidase foram obtidos por Silva et al., (2011), que
observou o efeito de 60 isolados de Trichoderma spp. na inducdo de resisténcia sistémica a antracnose em
plantas de pepino. Eles ndo encontraram diferenca significativa em relacdo a ativacdo da enzima peroxidase

na planta.

Este trabalho apresentou médias inferiores a do controle, 0 que evidencia supressdo da atividade
enzimatica da peroxidase ocasionadas pela acdo dos isolados de Trichoderma. Corroborando com estes
resultados, Dildey et al., 2013, ndo observaram atividade de inducéo da enzima peroxidase em feijoeiro contra

0 patégeno Macrophomina phaseolina, na inoculacdo via semente de diferentes isolados de T. harzianum.

Dildey. 2014, ao estudar a interacdo dos organismos Trichoderma-feijoeiro pode verificar que os
isolados TM1, TM4 (T. virens), TOD2A e TOD2B (T. longibrachiatum) acarretaram em supressao enzimatica
da peroxidase, resultados semelhantes aos encontrados no presente estudo. Sugere-se que tais resultados se
deram por uma estratégia de sobrevivéncia ou defesa por parte do antagonista, devido 0os mesmos impedirem

0 acionamento do arsenal enzimatico da peroxidase.

As plantas tratadas com isolado mutante de T. harzianum Aepl-1 apresentaram maiores atividades da
enzima fenilalanina anénia liase com 1,47 Umg-* na folha, no entanto, ndo apresentou diferenga significativa

em relacdo ao controle, na raiz e em plantas com e sem inoculagéo de patdgeno mostraram maiores indices de
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atividades enzimaticas no controle (1,09 Umg-1, 1,31 Umg-! e 1,59 Umg-?), estas plantas possivelmente ndo

apresentam inducdo na producdo da enzima fenilalanina amonia liase (tabela 2, 3 e 4).

A fenilalanina amonia liase esta bem estabelecida como uma importante enzima de defesa de plantas
induzida pelo tratamento com Trichoderma em varios modelos de patdgenos hospedeiros. A enzima
fenilalanina amonia lise foi significativamente aumentada durante a indugéo da resisténcia do hospedeiro por
espécies de Trichoderma contra Rhizoctonia solani em girassol e F. oxysporum e A. alternata em um trabalho

feito por Surekha, 2014. Estes resultados ndo corroboram com os encontrados neste trabalho.

Jayalakshmi et al., 2009, ao testar T .harzianum como eliciador de defesa em grdo-de-bico (Cicer
arietinum L.), contra murcha causada por Fusarium oxysporum f. sp. ciceri. puderam concluir que o isolado
de T. harzianum L1 mostrou aumento da atividade de fenilalanina amdnia liase, resultados diferentes dos

encontrados no presente estudo.

Ribas et al., 2016, ao tratar plantas de feijoeiro com isolados de Trichoderma spp., visando a inducéo
de resisténcia, observou que dentre estes o T. harzianum ICBO5 foi 0 que mais se destacou, promovendo um
notério aumento na atividade das enzimas peroxidase e fenilalanina amonia-liase, resultados contarios aos

encontrados no presente estudo.

Em nosso estudo, atividade da enzima peroxidase com 0,84 Umg-! na raiz apresentou maiores niveis
com a presenca do patdgeno, a atividade da enzima lipoxigenase foi maior na folha sem patégeno com 1,26
Umg-! e da enzima fenilalanina aménia lise na raiz com 1,03 Umg-%, os demais tratamentos nao resultaram
em diferencas significativas nos niveis de atividade das enzimas quando relacionado com a presenca e

auséncia da S. sclerotiorum (Tabela 4).

Os resultados mostraram que as plantas com a inoculacdo de S. sclerotiorum registraram um aumento
da atividade de peroxidase. As enzimas relacionadas a defesa, especialmente a peroxidase, contém a
disseminacdo do patdgeno através da formacéo de barreiras fenolicas polimerizadas proximo aos locais de
infecgdo e desencadeiam a sintese de compostos anti-nutritivos, antibidticos e citotoxicos, acarretando a uma
resisténcia aumentada contra patdgenos (L1 E STEFFENS, 2002). Diversos trabalhos tém enfatizado o papel

da peroxidase na resisténcia induzida por Trichoderma em plantas cultivadas.



Tabela 02: Atividade especifica das enzimas B-1,3-glucanase, quitinase, peroxidase, lipoxigenase e fenilalanina amdnia liase, em amostras de folhas e raiz de feijoeiro comum.

At.Esp.p 13 At. Esp. de Quitinase At. Esp. Peroxidase At. Esp. Lipoxigenase At.Especifica
Amostras glucanase Umg-! Umg-! Umg-! Umg-! Fenilalanina Umg-!
Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz

Controle 1,86B 2,22B 1,78B 2,19B 0,712 0,86A 1,17A 1,41A 1,37A 1,09 A
ALL 42 1,85C 2,442 1,82B 2,42A 0,702 0,77B 1,20A 1,09B 1,28B 0,95B
EPL1 2,078 2,542 2,03A 2,51A 0,722 0,79B 1,30A 0,81C 1,47A 091B
AQUO 1,96B 2,50° 1,93A 2,48A 0,712 0,76B 1,08A 1,02B 0,78C 1,05 A
Coef. De Variacao: 4,46 4,01 4,38 3,94 0,46 5,25 8,77 9,73 8,24 5,64

Médias seguidas por letras iguais, na mesma coluna, nao diferem entre si pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade.

Tabela 03: Atividade especifica das enzimas B-1,3-glucanase, quitinase, peroxidase, lipoxigenase e fenilalanina amonia liase, em plantas de feijoeiro comum inoculadas e nao
inoculadas com S. sclerotiorum.

At.Esp.p 13 At. Esp. de Quitinase At. Esp. Peroxidase At. Esp. Lipoxigenase At.Especifica

Amostras glucanase Umg-* Umg-* Umg-* Umg-* Fenilalanina Umg-t

C/ Pat S/Pat C/ Pat S/Pat C/ Pat S/Pat C/ Pat S/Pat C/ Pat S/Pat
Controle 2,03B 2,05C 1,99B 1,98C 0,742 0,83A 1,35A 1,22A 1,31A 1,59A
ALL 42 2,182 2,11B 2,15A 2,10B 0,73B 0,74B 1,27A 1,03B 1,16B 1,07B
EPL1 2,278 2,348 2,24A 2,30A 0,742 0,76B 1,08B 1,03B 1,20B 1,19A
AQUO 2,252 2,22B 2,22A 2,18B 0,71B 0,76B 0,99B 1,11B 0,95C 1,24A

Coef. De Variagéo: 3,80 4,02 3,82 3,85 2,82 4,80 9,99 7,49 6,95 7,70

Médias seguidas por letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade; A sigla pat significa patogeno.



Tabela 4: Atividade especifica das enzimas B-1,3-glucanase, quitinase, peroxidase, lipoxigenase e fenilalanina amonia liase, em folha e raiz de feijoeiro comum inoculadas
ou néo inoculadas com S. sclerotiorum.

At. Esp. g 1,3 At. Esp. de Quitinase At. Esp. Peroxidase At. Esp. Lipoxigenase At.Especifica
Amostras glucanase Umg-* Umg-! Umg-! Umg-! Fenilalanina Umg-!
Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz

Com Pat6geno 192 A 2,44 A 1,89 A 241 A 0,72 A 0,84 A 1,12B 1,09 A 1,34 A 0,97 B
Sem Pat6geno 195A 241A 1,88 A 239A 0,71A 0,75B 1,26 A 1,08 A 130 A 1,03 A

Médias seguidas por letras iguais, na mesma coluna, ndao diferem entre si pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade.
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Analise de componentes principais.

A anélise de componentes principais revelou que os trés primeiros componentes representaram
45,74%, 26,31% e 11,83% da variancia, totalizando 83,88%. Responsavel por grande parte da variagdo nos
dados (Figura 6). Area foliar, comprimento radicular, volume da raiz, as enzimas fenilalanina aménia lase e
lipoxigenase na raiz s@o responsaveis por uma grande variacdo nos dados. As variaveis relacionadas ao
crescimento da planta como area foliar, comprimento e volume radicular foi negativamente correlacionada
com a atividade enzimatica da lipoxigenase e fenilalanina aménia lise na folha, quitinase e 1,3 glucanase na
folha e raiz, tal correlacdo indica que a promoc¢édo do crescimento da planta e inversamente proporcional a

atividade enzimatica destas enzimas.
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Figura 6: Analise de componentes principais (biplot) com caracteristicas de promogao de crescimento de planta (Area foliar, Massa
seca, volume radicular, comprimento radicular e superficie radicular) e enzimas relacionas a inducdo de resisténcia no feijoeiro

comum com Trichoderma e S. sclerotiorum.

5. Conclusao

O isolado mutante T. harzianum aquo demonstrou ter excelentes propriedades para promogéo de crescimento.
Crescimento da planta é inversamente proporcional a atividade enzimatica da planta.

Os isolados mutantes ndo induzem a resisténcia nas plantas de feijoeiro;



A presenca dos patdgenos também ndo induziram resisténcia nas plantas.
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