Universidade de Sao Paulo
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

Purificacao parcial de fracdes de Saccharomyces cerevisiae indutoras de
resisténcia contra antracnose e avaliacdo de agentes bidticos (S. cerevisiae e
Agro-Mos®) e abidtico (Bion®) na inducéo de resisténcia contra inseto (Tuta

absoluta x tomateiro), nematoide (Meloidogyne incognita x pepineiro) e

organismo nao-alvo (Bradyrhizobium elkanii x soja)

Nivea Maria Tonucci Zanardo

Tese apresentada para obtencdo do titulo de Doutor em
Agronomia. Area de concentracdo: Microbiologia Agricola

Piracicaba
2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Nivea Maria Tonucci Zanardo
Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas

Purificacdo parcial de fraces de Saccharomyces cerevisiae indutoras de resisténcia contra
antracnose e avaliacdo de agentes biéticos (S. cerevisiae e Agro-Mos®) e abidtico (Bion®) na
inducédo de resisténcia contra inseto (Tuta absoluta x tomateiro), nematoide (Meloidogyne
incognita X pepineiro) e organismo nédo-alvo (Bradyrhizobium elkanii x soja)

Orientador:,
Prof. Dr. SERGIO FLORENTINO PASCHOLATI

Tese apresentada para obtengdo do titulo de Doutor em Agronomia.
Avrea de concentracdo: Microbiologia Agricola

Piracicaba
2009



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacéo
DIVISAO DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - ESALQ/USP

Zanardo, Nivea Maria Tonucci

Purificagdo parcial de fragBes de Saccharomyces cerevisiae indutoras de resisténcia
contra antracnose e avaliagdo de agentes biéticos (S. cerevisiae e Agro-Mos®) e abidtico
(Bion®) na indugéo de resisténcia contra inseto (Tuta absoluta x tomateiro), nematéide
(Meloidogyne incognita x pepineiro) e organismo ndo-alvo (Bradyrhizobium elkanii x soja) /
Nivea Maria Tonucci Zanardo. - - Piracicaba, 2009.

98 p. :il.

Tese (Doutorado) - - Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, 2009.
Bibliografia.

1. Antracnose 2. Fungos fitopatogénicos 3. Leveduras - Isolamento e purificac@o
4. Nematoides parasitos de plantas 5. Pepino - Resisténcia 6. Rhizobium 7. Soja -
Resisténcia 8. Tomate - Resisténcia 9. Tracas I. Titulo

CDD 632
Z27p

“Permitida a cépia total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte — O autor”



%4 meus /c/j/)’ %@mﬁd e CL/(,‘I'(/@ e
ormea gm}w /ét,”/ﬁ aAMmer, Carinic e
@éﬂm em lodod o5 momentas.

% %{dff /ée/a wﬂ}ém%(%ﬂ}jmm
incentive e dedicacde.

% 77@(%1(/(/{({0/@0 gﬁ//zﬂ/é, /é/!(ede/z{(%
e Dews  para ned.



AGRADECIMENTOS

A Deus por manter minha forca e salde para realizacao deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Sérgio Florentino Pascholati pela orientacdo, ensinamentos, amizade e
paciéncia em todos 0s momentos.

Aos meus queridos amigos Mauricio e Marizete pela colaboracdo, amizade e apoio, sendo
que jamais mediram tempo ou esfor¢co para me auxiliar no desenvolvimento deste trabalho.

Aos queridos amigos do Laboratério de Bioquimica e Fisiologia Fitopatologica André,
Ariana, Cintia, Dalila, Ely, Fernando, Favia, Josué, Leonardo, Luciana, Maria Cristina, Marisa,
Nikolas, Odair, Rodrigo, Silvia e Ueliton pela amizade, auxilio e ensinamentos durante estes
anos.

Ao Juliano Bragatto e as amigas Fatima T. Rampelotti Ferreira e Rosana Bessi pela
colaboracéo especial no desenvolvimento deste trabalho.

Ao professor Ladaslav Sodek do Instituto de Biologia, UNICAMP pelos ensinamentos,
sugestdes e fornecimento das sementes de soja e do isolado de rizébio.

Aos professores Dr. José Djair Vendramim, Dr. Mario Massayuki Inomoto e Dr. Antdnio
Carlos Labate pelo fornecimento de material e por disponibilizarem seus laboratorios para a
realizacdo desse trabalho.

A todos os professores e funcionarios do antigo Departamento de Entomologia,
Fitopatologia e Zoologia Agricola e Programa de Pés-graduacdo em Microbiologia.

A CAPES pela concess&o da bolsa.






SUMARIO
RESUMO ..ottt sttt sttt sttt as st sneesans 11
ABSTRACT ..ottt ettt ettt s st s ettt en et n ettt enens 13
L1050 0710 T 15
] (T (][0 1 TR 17

2 INDUCAO DE RESISTENCIA EM PLANTULAS DE PEPINEIRO CONTRA
Colletotrichum lagenarium por fracBes do extrato bruto autoclavado Saccharomyces

(00T £ TS T TSRS 19
RESUMIO. ...ttt ettt e e s e e be e s sn e b e e nnn e e n e e nn e ne e 19
ADSITACT. ...ttt bttt et reenne s 20
2.1 INEFOUUGED. ...tttk bbbttt bbbt se e 21
2.2.DESENVOIVIMENTO. .....eiiieeie ettt ettt et e e e teeneenteeneeeneenneen 23
2.2.1 ReVISA0 DIDIIOGIAfICa.......ccueiieiicie e 23
2.2.1.1 Aspectos gerais da iNdUGAO de reSIStENCIA.........c.evverierereieieiieeeeee e 23
2.2.1.2 EliCiadores DIOtICOS. .......ccviieieieiee et 25
2.2.1.3 Eliciadores fungicos e respostas de defesa em plantas...........c.ccooeveveneniiieninnnnns 26
2.2.1.4 A levedura S. cerevisiae como agente de controle de doencas em plantas............... 27
2.2.1.5 Colletotrichum lagenarium agente causal da antraCnose............cccevveviveervesireenieennn 30
2.2.2 Material € MELOUOS. .......cveieieiesiecie ettt sae e aneeneeneenes 31
2.2.2.1 Planta € PAtOGENO. ........coueiuiiiieiieieieste ettt sttt e bbbt 31
2.2.2.2 Obtencdo do extrato bruto aquosos de S. CEreviSIae..........ccevvvevvereiieeieere e, 31
2.2.2.3 Precipitacdo etandlica do extrato bruto aquoso autoclavado de S. cerevisiae.......... 32
2.2.2.4 Cromatografia de troca anioniCa-CTA. ..ot 33
2.2.2.5 BIOBNSAIO IN VIVO....cuieiiiieieiiiesie e siee e ie st e et e e sae s e steaneessaesseanaesseesseeneesseenseans 34
2.2.2.5.1 Efeito do intervalo de tempo entre o tratamento e inoculacdo com C.

lagenarium na protecgdo local de cotilédones de PepPINEIr0..........ccvveierereievesieeeeeeeeienn 35
2.2.2.6 BIOBNSAI0 1N VITFO....eiviiitiiieiiiiiieiieeie ettt st 35
2.2.2.7 Dosagem da concentracdo de proteinas e carboidratos totais..........cceeeverereriennnnn 36
2.2.2.8 Anélise de monossacarideos do extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae............. 36
2.2.3 RESUItAAOS € ISCUSSAOD. ... .c.veviiiieiiiisieiiieie ettt 37

2.2.3.1 BIOBNSAIO TN VIV ...ttt ettt e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e eeneeas 37



2.2.3.1.1 Efeito dos extratos brutos aquosos de S. cerevisiae em cotilédones de pepineiro 37

2.2.3.1.2 Efeito do intervalo de tempo entre o tratamento e inoculagdo sobre a protecao

de cotilédones de pepineiro contra C. lagenarium............cccvvveiieierierenene e 40
2.2.3.1.3 Protecdo local de cotilédones de pepineiro utilizando fracdes parcialmente

purificadas do extrato bruto de S. CEreVISIAR. .......ccvueiieiirie e 40
2.2.3.2 BIOENSAI0 1N VITFO... ittt ettt 49
2.2.3.2.1 Efeito das preparacdes de S. cerevisiae sobre o crescimento micelial,

germinagdo de conidios e formacédo de apressorios por C. lagenarium..........ccccccevcereivnennns 49
2.2.3.3 Andlise de monossacarideos de preparaces de S. Cerevisiae.........ocovvvvvereeireieennnn 53
2.3 CoNSIAEIAGOES FINAIS. ... .c.eiueeieeieiieite ittt 53
L C (=] 1] o] - TSP 54

3 AVALIACAO DE INDUTORES BIOTICOS E ABIOTICO SOBRE O
DESENVOLVIMENTO DA TRACA DO TOMATEIRO (Tuta absoluta) E NA

MULTIPLICACAO DE Meloidogyne incognita em pepingiro..........c..ccoeevvrveereeesrerenennes 61
RESUIMO. ...t e ek e e b b e e e bb e e e be e e e nbreeanbeeennnneens 61
N 41 1 - Uod SR 62
T80 A 101 0o [T o TSR 63
3.2 DESENVOIVIMENTO. ...ttt ettt nees 65
3.2.1 ReViS80 BiDIIOGrATICa. ........ceieiiiiiieec e 65
3.2.1.1 INAULOreS € FESISTENCIA. ... eeveereeireeieesiesieesieeiesee e et e e e e e sreesteeeesseesreeeesreesneaneeas 65
3.2.1.2 Mecanismos envolvidos na resisténcia de plantas a nematdides e insetos............... 66
3.2.1.3 Inducdo de resisténcia em plantas e efeitos sobre interacBes simbidticas com

IMUICTONQANISIMIOS. ¢ttt ettt etttk ek bbbt bt s e e b e b e b e bbbt e bt e b e e se e b et et e b e st beene e 67
3.2.1.4 A traga-dO-TOMALEIND. ....ccueiuieiieeie ettt 68
3.2.1.5 Meloidogyne INCOGNITAL ........ciuiiiiieieieieesiesie e 70
3.2.1.6 Rizobios e interagfes simbioticas cCom legUMONISAS.........covrveirrierenienene e 71
3.2.2 Material € MELOGOS. .......eveiiitiiiiiiesie e et 73
3.2.2.1 Preparacao dos agentes bioticos € abiOtiCO........ccoovveiiiiiieieiee e, 73
3.2.2.2 EXPEriment0 COM INSBLO. .......uiuiiuiiiiiiiiiieieiei ettt 73
3.2.2.2.1 Efeito do extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae, Agro-Mos® e Bion® sobre

T. absoluta (traga-do-tOMALEIND)........ccuireeiiiiieiie ettt sb e nae s 73
3.2.2.3 Experimento COmM NeMALOITE. .........ccueiveieeiece et 74
3.2.2.3.1 Obtencdo e inoculacdo de ovos e juvenis de M. incognita em plantulas de

01T o114 L= T (o J TSR PSP U PP PRORPPO 74
3.2.2.3.2 Efeito do extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae e Bion® na multiplicacéo de

M. incognita em plantulas de PePINEIN0..........cccooiiiiiiiiieeee s 74

3.2.2.4 EXPerimento COM FZODIO.........cveiiiieiiece et 75



3.2.2.4.1 Origem, manutenc¢éo e multiplicacdo do iNOCUl0...........cccevviiieieeie i,
3.2.2.4.2 Material vegetal e condi¢Ges de CUItIVO.........ccccveviviieiieii e
3.2.2.4.3 SOIUGDES NULTTLIVAS. ... .eeveeiiii ettt ae e re e e nnae e
3.2.2.4.4 Preparacao dos agentes bioticos € abiGtiCO.......cccvvvevereiiiiiiciecce e

3.2.2.4.5 Efeito do extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae, Agro-mos® e Bion® sobre
a nodulacéo de plantas de soja por B. elkanii..........c..cccevvviiiiiiiiiciie e
3.2.2.4.6 Coleta do material vegetal e parametros avaliados.............coovvvriiieienenenennniens

3.2.2.4.7 Dosagem do teor de nitrogénio da parte aérea, raiz e ndédulos das plantas de soja
3.2.2.4.8 Delineamento experimental e analise estatistiCa.............ccccevevevieiieciesec s,
3.2.3. RESUItAA0S € TISCUSSEO. ......veiveereiaiieiiieiieetiestee e ee sttt sne e b e sneenneas

3.2.3.1 Efeito do extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae, Agro-Mos® e Bion® na traca-
do-tomateiro (T. @DSOIULA).......ccviiiiieiie e
3.2.3.2 Efeito do extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae e do Bion® na multiplicacdo
de M. incognita em raizes de PEPINEITO.......cccvciiiiieii e
3.2.3.3 Efeito do Bion®, Agro-Mos® e do extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae na
interacdo simbiotica de soja com B. elKanii..........ccccovveiiiieiicie s
4 CONSIAEIAGOES TINAIS. ... .eviiieitieiieieie ettt bbb

R BT EINCIAS. ...t ettt e e et e ettt e e e e e e e e e e e e e e e —————————

76
76

77
77
77

77

80



10



11

RESUMO

Purificacdo parcial de fraces de Saccharomyces cerevisiae indutoras de resisténcia em
pepineiro contra antracnose e avaliagdo de agentes biéticos (S. cerevisiae e Agro-Mos®) e
abidtico (Bion®) na induc&o de resisténcia contra inseto (Tuta absoluta x tomateiro),
nematodide (Meloidogyne incognita X pepineiro) e organismo nao-alvo (Bradyrhizobium
elkanii x soja)

Na inducdo de resisténcia a planta possui mecanismos de defesa fisicos e quimicos para
impedir a entrada e o desenvolvimento de patdgenos e parasitas, incluindo fungos, bactérias,
virus, nematoides e até insetos. Estes mecanismos sdo ativados por infeccBes prévias ou pelo
tratamento com agentes indutores (eliciadores) bidticos ou abidticos. Entre os agentes indutores
bioticos, destaca-se a S. cerevisiae, que além da importancia biotecnolégica, tem demonstrado em
estudos prévios potencial para o controle de doengas em Vvérias plantas de importancia
econdmica. Produtos & base de S. cerevisiae, como por exemplo o Agro-Mos® (carboidratos da
parede celular da levedura) estdo disponiveis no mercado, mas ndo como indutores de resisténcia.
J4 o indutor quimico registrado como Bion® vem sendo comercializado e utilizado na inducéo de
resisténcia em diversas espécies de plantas contra varios patdgenos. Os objetivos deste trabalho
foram purificar parcialmente fracdes de S. cerevisiae indutoras de resisténcia em pepineiro contra
antracnose, causada por Colletotrichum lagenarium, e avaliar o efeito do extrato bruto
autoclavado de S. cerevisiae, Agro-Mos® e Bion® na inducéo de resisténcia contra o inseto T.
absoluta em tomateiro, o nematdide M. incognita em pepineiro, como também, verificar o efeito
destes agentes na interacdo simbidtica entre soja e B. elkanii. Os resultados mostraram que o
extrato bruto aquoso de S. cerevisiae autoclavado por 4 h foi o mais efetivo na redugdo da
antracnose. Dessa maneira, 0 mesmo foi submetido a precipitacdo etandlica e o sobrenadante da
precipitagdo foi fracionado utilizando-se Cromatografia de Troca Anidnica - CTA. Obtiveram-se
quatro picos, sendo que os picos | (fracdes ndo ligada a resina DEAE-celulose) e 1l (fragdes
ligadas a resina DEAE-celulose) foram os mais efetivos na protecdo de plantulas de pepineiro
reduzindo a severidade de antracnose em 80% e 72%, respectivamente. A aplicacdo foliar do
extrato bruto aquoso de S. cerevisiae, Agro-Mos® e Bion® néo afetou o desenvolvimento do
inseto em tomateiro, como também, ndo interferiu significativamente na multiplicacdo do
nematdide em raizes de pepineiro. Na interacdo simbidtica da soja com B. elkanii, os agentes
testados ndo afetaram a nodulacdo por B. elkanii em raizes e o desenvolvimento vegetativo das
plantas. Poréem, a aplicacdo foliar do extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae aumentou a
quantidade de nitrogénio total da parte aérea das plantas. Finalmente, conclui-se que fracdes de S.
cerevisiae induziram resisténcia em pepineiro contra C. lagenarium. Por sua vez, 0s agentes
testados sdo foram eficientes no controle do inseto herbivoro e do nematdide e ndo demonstraram
efeito negativo na interacéo soja - rizébio.

Palavras-chave: Inducéo de resisténcia; Extrato de levedura; Colletotrichum lagenarium; Tuta
absoluta; Meloidogyne incognita; Bradyrhizobium elkaii
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ABSTRACT

Partial purification of fractions of Saccharomyces cerevisiae inducing resistance in
cucumber plants against anthracnose and evaluation of biotic (S. cerevisiae and Agro-Mos®)
and biotic (Bion®) agents in the resistance induction against insect (Tuta absoluta x tomato
plants), nematode (Meloidogyne incognita x cucumber plants) and non-target organism
(Bradyrhizobium elkanii x soybean plants)

In the resistance induction, the plant has physical and chemical defense mechanisms to
avoid the entrance and the development of pathogens and parasites, including fungi, bacteria,
virus, nematodes and even insects. These mechanisms are activated by previous infections or by
the treatment with biotic and abiotic inducer agents. Among the biotic agents there is S.
cerevisiae, that besides the biotechnological importance, was shown in previous studies to control
diseases in several plants of economical importance. Products made of S. cerevisiae, as for
exemple, the Agro-Mos® (formulated with carbohydrates from the cellular wall of the yeast) are
available in the market, but not resistance inducers. The chemical inducer known as Bion® is
already marketed and used to induced resistance in several plant species against several
pathogens. The objectives of this work were to partially purify fractions of S. cerevisiae able to
induce resistance in cucumber against anthracnose, caused by Colletotrichum lagenarium, and
also evaluate the effect of the autoclaved crude aqueous extract from S. cerevisiae, Agro-Mos®
and Bion® in the resistance induction against the insect T. absoluta in tomato plants, the
nematode M. incognita in cucumber plants, as well as to verify the effect of the agents in the
symbiotic interaction envolving soybean and B. elkanii. The results showed that the crude
aqueous extract of S. cerevisiae autoclaved for 4 h was the most effective out in the reduction of
cucumber anthracnose. Thus, the same extract was submitted to ethanolic precipitation and the
obtained supernatant was fractioned by using Anion Exchange Chromatography - AEC. For
peaks were obtained and peak | (non-adsorbed fraction to DEAE-Cellulose) and Il (fraction
adsorbed to DEAE-Cellulose) were the most effective out in the protection of the cucumber
seedling by reducing anthracnose severity in 81% and 72% ,respectively. The application of the
autoclaved extract of S. cerevisiae, Agro-Mos® and Bion® did not affect the development of the
insect in tomato plants as well as did not interfere significantly in the multiplication of the
nematode in cucumber roots. In the symbiotic interaction of soybean and B. elkanii, the tested
agents did not affect the formation of nodules in soybean roots and the vegetative development of
the plants. However, the foliar application of the autoclaved crude extract of S. cerevisiae
significantly increased the amount of total nitrogen in the aerial part of the plants. Finally, it is
concluded that the fractions (peaks I and II) of S. cerevisiae induced resistance of the cucumber
plants. However the tested agents were not efficient in the control of the herbivore insect and the
nematode and did not exhibit negative effects in the symbiotic interaction soybean and
rhizobium.

Keywords: Resistance induction; Yeast extract; Colletotrichum lagenarium; Tuta absoluta;
Meloidogyne incognita; Bradyrhizobium elkaii
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1 INTRODUCAO

Desde o inicio das civilizacBes, doengas de plantas tém provocado efeitos catastroficos em
campos cultivados, os quais se tornaram excelentes fontes de alimento ndo apenas para 0 homem
como também para 0s mais variados patdgenos, os quais se tornaram um grande problema para a
raca humana, passando a ocupar boa parte da atencdo da sociedade (BARBOZA, 2004). As
plantas sdo continuamente expostas a uma diversa gama de patdgenos microbianos, nematdides e
insetos. Porém, uma proporcdo relativamente pequena destes patdgenos invade a planta
hospedeira com sucesso e causa doenca (GOMEZ-GOMEZ, 2004).

O uso de defensivos quimicos tem efetivamente controlado doencas em plantas, entretanto,
0 crescente e continuo uso destes produtos tem causado riscos a salide humana. E pratica comum
no Brasil e em outros paises em desenvolvimento, a falta do uso de equipamentos de seguranca
durante a aplicacdo de pesticidas, resultando na contaminacdo do aplicador, como também a
ingestdo de alimentos contaminados com residuos que pode causar efeitos crénicos sobre o
sistema nervoso central ou mesmo cancer, dependendo do tipo de composto e da quantidade
ingerida (BARBOZA, 2004).

Outro problema do uso de pesticidas é a contaminacdo do meio ambiente e o efeito
negativo sobre os ecossistemas. Fungicidas afetam microrganismos benéficos que habitam a
rizosfera e a filosfera de plantas, as quais formam um complexo nicho ecoldgico, afetando a
competicdo dos microrganismos com patdgenos. Além disso, a aplicacdo de pesticidas pode
causar mutacGes genéticas e favorecer o desenvolvimento de populacbes de patdgenos mais
resistentes (BAKER, 1997).

Neste contexto, o desenvolvimento de métodos alternativos ao uso de defensivos quimicos
é fundamental ndo apenas para beneficiar a produgdo agricola, como também para evitar ou
reduzir os efeitos nocivos causados ao ser humano e meio ambiente.

A indugdo de resisténcia vem sendo estudada atualmente em condiges controladas e
também no campo. O mecanismo de inducéo consiste na ativacdo de defesas vegetais impedindo
a entrada e/ou a colonizacdo da mesma por patdgenos ou parasitas. A exposicdo prévia a
patdgenos ou o pré - tratamento com agentes bidticos ou abidticos pode induzir resisténcia local
ou sistémica nas plantas (METRAUX, 2001). O mecanismo de resisténcia exibe vantagens como:
efetividade contra virus, bactérias, fungos e nematoides; estabilidade devido a acdo de diferentes

mecanismos de resisténcia; carater sistémico, persistente e natural da prote¢do; transmissdo por
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enxertia; economia de energia metabolica e utilizacdo do potencial genético para resisténcia em
todas as plantas suscetiveis. Por sua vez, a inducdo de resisténcia pode apresentar desvantagens
como: resisténcia parcial, incompleta e que pode requerer reativacdes temporarias. Por outro
lado, por ser parcial e inespecifica, a resisténcia induzida ndo impde presséo de selegdo sobre o
patdgeno, dificultando assim, a quebra de resisténcia (BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO,
2005).

A resisténcia final das plantas resulta da combinacéo de barreiras fisicas e quimicas que sao
pré-formadas ou induzidas na planta ap6s a infeccdo. Alguns mecanismos como a cuticula,
componentes da parede celular vegetal e metabolitos secundarios sdo exemplos de defesas pré-
formadas. ApGs a deteccdo do patdgeno, a planta ativa defesas, como por exemplo, a reacao de
hipersensibilidade, o aumento da expressdo de genes relacionados a defesa, a producdo de
compostos antimicrobianos, a formacao de lignina e a explosdo oxidativa. Em contraste, a doenca
resulta no fracasso do reconhecimento do patégeno pela planta ou na habilidade deste em evitar
ou superar as respostas de resisténcia (GOMEZ-GOMEZ, 2004).

A resisténcia induzida em plantas pode ser ativada por agentes bidticos e abidticos. Entre 0s
agentes bioticos, destaca-se a levedura comercial S. cerevisiae, a qual possui eliciadores
(moléculas) capazes de induzir respostas relacionadas a defesa em plantas de importancia
econdmica e o Agro-Mos®, cujo principio ativo é constituido por eliciadores da parede celular de
S. cerevisiae. 0 qual tem mostrado efeito positivo no controle de doencas em videira, batata,
tomate quando utilizado em conjunto com fungicidas tradicionais, possibilitando reduzir o
numero de aplicacdes destes (DI PIERO; GARCIA E TONUCCI, 2005) e em abidticos, inclui o
Bion® ou acibenzolar-S-metil, indutor quimico comercializado em varios paises, o qual induz
resisténcia sistémica contra patdogenos em diversas espécies de plantas (REIGNAULT,;
WALTERS, 2007).

As plantas sdo membros de uma comunidade complexa interagindo continuamente com
organismos antagonistas e benéficos. A expressao de genes de defesa na planta pode afetar as
interacBes ecoldgicas com outras espécies. Dentre estas intera¢fes, destacam-se algumas que
envolvem bactérias nodulantes (rizobios), fungos micorrizicos, fungos endofiticos, polinizadores,
dispersores de sementes, predadores e parasitoides de insetos herbivoros entre outros (KUHN et
al., 2006).
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Assim, os objetivos do presente trabalho foram purificar parcialmente fracbes de S.
cerevisiae indutoras de resisténcia em pepineiro contra antracnose e avaliar o efeito do extrato
bruto de S. cerevisiae, Agro-Mos® (produto comercial constituido de mananoligossacarideo
fosforilados derivados da parede celular de S. cerevisiae) e Bion® na indugéo de resisténcia em
tomateiro contra o inseto Tuta absoluta em pepineiro contra o nematdide Meloidogyne incognita

e na interacdo simbidtica de soja-B. elkanii.
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2 INDUCAO DE RESISTENCIA EM PLANTULAS DE PEPINEIRO CONTRA
Colletotrichum lagenarium por fragbes do extrato bruto autoclavado Saccharomyces
cerevisiae

RESUMO

A levedura de panificacdo (S. cerevisiae) contém eliciadores capazes de ativar mecanismos
de defesa e induzir resisténcia contra doengas em varias plantas. Plantulas de pepineiro tratadas
com o extrato bruto aquoso da levedura autoclavado por 4 h reduziram significativamente a
severidade da antracnose causada por C. lagenarium. A analise da composi¢do de aglcares do
extrato bruto realizada através de High Performance Anion Exchange Chromatography - HPAEC
revelou a presenca de glicose e manose em maiores proporcdes, seguidos de arabinose e fucose.
Com o objetivo de obter fracbes com potencial eliciador na protecdo de plantulas de pepineiro
contra antracnose, o extrato bruto aquoso de S. cerevisiae autoclavado por 4 h foi fracionado com
alcool etilico. Duas fracdes (sobrenadante e o precipitado) resultantes da precipitacdo etanolica
foram aplicadas em cotilédones de plantulas de pepino e reduziram em 98% a severidade da
antracnose. Para o isolamento dos compostos eliciadores da levedura, o sobrenadante foi
submetido a Cromatrografia de Troca Anibnica - CTA, sendo que quatro picos foram obtidos, o
pico | (fracBes ndo ligadas a resina DEAE-celulose) e o pico Il (fracdes ligada a resina), contendo
principalmente carboidratos, foram os mais efetivos na prote¢do das plantulas reduzindo a
severidade da antracnose em 81% e 72%, respectivamente. Provavelmente, os picos | e 1l séo
constituidos por compostos eliciadores principalmente de natureza polissacaridica. As
preparacOes obtidas da levedura ndo exibiram influéncia sobre o crescimento micelial in vitro
mas estimularam a germinag&o de conidios e a formagao de apressorios por C. lagenarium.
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INDUCTION OF RESISTANCE IN CUCUMBER PLANTS AGAINST
Colletotrichum lagenarium by fractions from Saccharomyces cerevisiae

ABSTRACT

The bread-making yeast (S. cerevisiae) contains elicitors able to activate defense
mechanisms and to induce resistance against diseases in several plants. Cotyledons of cucumber
plants were treated with crude aqueous extracts from yeast autoclaved for 4 h. The results showed
that the yeast extract significantly reduced the anthracnose, caused by C. lagenarium. The
analyses of sugar composition of the crude extract, accomplished by High Performance Anion
Exchange Chromatography - HPAEC, revealed the presence of glucose and mannose in higher
proportions, followed by arabinose and fucose. To obtain fractions with potential elicitor in the
protection of cucumber plants against anthracnose, the autoclaved crude aqueous extract of S.
cerevisiae was fractioned with ethyl alcohol. Two fractions resulting from the ethanolic
precipitation (supernatant and pellet) were sprayed onto cotyledons of cucumber plants and
reduced in 98% anthracnose severity. For the isolation of the elicitors compounds from yeast, the
supernatant was submitted to Anion Exchange Chromatography - AEC, and four peaks were
obtained. Peaks | (non-adsorbed fraction to DEAE-Cellulose) and Il (fraction adsorbed to DEAE-
Cellulose) containing mainly carbohydrates were the most effective in the protection of the
cucumber cotyledons reducing the anthracnose severity in 81% and 72%, respectively. Probably,
peaks | and Il are constituted mainly of polysaccharides. The yeast preparations from did not
show influence on the in vitro mycelial growth, but stimulated conidium germination and
appressorium formation by C. lagenarium.
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2.1 Introducéo

O conceito de controle de pragas com o uso exclusivo de agrotoxicos estd mudando, visto
qgue métodos de controle menos agressivos ao ambiente e a salde humana sdo exigidos,
principalmente, em funcéo da opinido publica e das agéncias ambientalistas. O uso abusivo e
indiscriminado de agrotdxicos vem acarretando danos ao meio ambiente, aos seres vivos e pode
favorecer a selecdo de racas resistentes de patdgenos (DEISING; REIMANN; PASCHOLATI,
2008).

Novas alternativas de controle de pragas e doencas tornam-se necessarias e, atualmente, a
inducdo de resisténcia tem recebido destaque no ambito global. O fenémeno de indugéo consiste
no aumento da capacidade da planta em expressar respostas de defesa contra a infeccdo por
patdgenos invasores pelo tratamento por agentes indutores (eliciadores), sem qualquer alteracédo
no genoma da planta (STADNIK, 2000). A ativacdo dos mecanismos de defesa da planta mostra-
se dependente do intervalo de tempo entre o tratamento com o indutor e a subseqiiente inoculagéo
do patogeno (tratamento provocador ou desafiador) (PASCHOLATI; LEITE, 1995).

O uso de indutores bidticos tem sido relatado em diversas culturas como pepino, fumo,
tomate, batata, meldo, melancia, trigo e cevada. Os indutores bidticos podem ser organismos
vivos como bactérias, fungos, virus, nematoides e insetos, parte desses, ou seus metabolitos, que
atuam como eliciadores capazes de ativar respostas de defesa localizada ou sistémica em plantas
(DI PIERO et al., 2005).

Eliciadores derivadas de parede celular de fungos ou metabdlitos por estes secretados tém
sido isolados, identificados e caracterizados. Esses eliciadores pertencem a diferentes classes
quimicas incluindo carboidratos, peptideos, proteinas, lipideos, glicoproteinas, glicopeptideos,
acidos graxos entre outros (WALTERS et al., 2005).

Dentre os eliciadores derivados de fungos que sdo amplamente utilizados para induzir
respostas relacionadas a resisténcia em plantas, varios estdo presentes na levedura S. cerevisiae.
O extrato da levedura contém varios componentes que podem eliciar respostas de defesa,
incluindo quitina, oligbmeros de N-acetilglucosamina, B-glucanas, glicopeptideos e ergosterol
(BOLLER, 1995).

Diversos trabalhos mostraram o potencial de compostos eliciadores de células da levedura
S. cerevisiae utilizada na industria de panificacdo, na ativacdo de repostas de defesa, como a
sintese de fitoalexinas em plantas de sorgo (BONALDO, 2005; LABANCA, 2002; WULFF;
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PASCHOLATI, 1999), peroxidases em pepineiro (LABANCA, 2002), producdo de Espécies
Ativas de Oxigénio — EAOs em suspensdes de células de Catharanthus roseus (PAUW et al.,
2004), bem como no controle de doencas em plantas de milho, sorgo, eucalipto e maracujazeiro
contra fitopatdgenos (PASCHOLATI, 1998; SILVA; PASCHOLATI, 1992; STANGARLIN;
PASCHOLATI, 1994).

Em funcéo das informacgdes que tem sido geradas nos ultimos anos sobre o uso potencial
de S. cerevisiae no controle de fitopatdgenos, as pesquisas deverdo se concentrar no isolamento,
purificacdo e caracterizacdo de eliciadores produzidos por essa levedura. Em vista disso, o
objetivo deste trabalho foi purificar parcialmente fracdes de S.cerevisiae induzem resisténcia em

pepineiro contra C. lagenarium.
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2.2 Desenvolvimento
2.2.1 Revisao bibliografica
2.2.1.1 Aspectos gerais da indugéo de resisténcia

A resisténcia induzida é um fenbmeno em que a planta expressa um aumento da sua
capacidade de resisténcia eliciada por estimulos ambientais especificos. Tal resisténcia é efetiva
contra um amplo espectro de patégenos e parasitas, incluindo fungos, bactérias, virus,
nematoides, plantas parasiticas e até insetos herbivoros (VAN LOON et al., 1998; WALLING,
2000). Essa capacidade da planta possui em expressar rapidamente suas defesas ndo ocorre
somente contra patdgenos virulentos ou pragas, em muitos casos, 0 aumento das defesas é
expresso apos o tratamento com um agente indutor (HAMMERSCHMIDT, 2007).

As plantas possuem um sistema de defesa multicomponente que engloba mecanismos
estruturais e bioquimicos, os quais podem ser sintetizados e acumulados pela mesma previamente
ou apds o contato com o patégeno. Assim, defesas estruturais sdo constituidas por barreiras
fisicas contra a penetracdo e a colonizacdo dos tecidos pelo patdgeno, enquanto que, defesas
bioquimicas que ocorrem na célula vegetal produzem compostos toxicos ao patdgeno ou
impedem seu desenvolvimento no interior da planta (PASCHOLATI, 1998).

Nas interacdes entre plantas e patdgenos pode ocorrer suceder o sucesso da infeccdo
(resposta compativel) ou resisténcia (resposta incompativel). Em interacdes incompativeis,
células hospedeiras infectadas por virus, bactérias ou fungos podem eliciar um conjunto de
mecanismos de defesa local, como a explosdo oxidativa, impedindo o patégeno de iniciar o
processo de infeccdo, alteracbes na parede celular da planta que inibem a penetracdo do
patdgeno, a sintese de compostos com propriedades antimicrobianas, como as fitoalexinas e
proteinas relacionadas a patogénese (VAN LOON, 1998).

Como exemplos de mecanismos de defesa estrutural pré-formados (passivos ou
constitutivos), temos cuticula, tricoma, estdmatos, fibras e vasos condutores, enquanto que 0s
bioquimicos podem incluir fenois, alcaloides glicosidicos, lactonas insaturadas, glicosideo
fendlicos e cianogénicos, inibidores protéicos, fototoxinas, quitinases e -1,3 glucanases. J& 0s
pos-formado (ativos ou induziveis) estruturais podem incluir papilas, halos, lignificacdo, camadas
de cortica, camadas de abscisdo e tiloses e 0s bioguimicos fitoalexinas, proteinas relacionadas a

patogénese, espécies ativas de oxigénio e fototoxinas. Esses mecanismos atuam de maneira
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dindmica e coordenada no momento e local apropriado e com magnitude adequada (ISAAC,
1992; PASCHOLATI; LEITE, 1995).

Ha& alguns critérios basicos proposto por Steiner e Schonbeck (1995) para investigar se a
resisténcia exibida pela planta foi realmente induzida, como: auséncia de atividade microbiana
direta do indutor sobre o patdgeno, necessidade de um intervalo de tempo entre o tratamento da
planta com o indutor e a expressao da resisténcia, supressdo prévia da resisténcia induzida pela
exposicdo prévia da planta a substancias que inibem a expressdo de genes do hospedeiro,
inespecificidade da protecéo, a resisténcia deve se manifestar local ou sistemicamente na planta, e
a resisténcia deve ser dependente do gendtipo da planta.

Ha duas principais formas de resisténcia, as quais sao a Resisténcia Sistémica Adquirida -
RSA e Resisténcia Sistémica Induzida - RSI, sendo que em ambas, as defesas das plantas sdo
ativadas por infecgdes prévias ou tratamento com agentes indutores que resultam em resisténcia
contra subsequente ataque de patégenos (VALLAD; GOODMAN, 2004).

As diferencas entre a RSA e RSI estdo baseadas em estudos envolvendo Arabdopsis
através de andlises genética, bioguimica e diferentes doencas. Portanto, a RSA e RSI sdo
fendmenos distintos e caracterizados pelo tipo de agente indutor e pela via de sinalizagdo do
hospedeiro que resulta na expressdo de resisténcia (STICHER et al., 1997; VAN LOON et al.,
1998).

A RSA pode ser ativada pela exposi¢éo da planta a microganismos virulentos, avirulentos
e ndo patogénicos ou por indutores quimicos como o acido salicilico, 2,6-dicloroisonicotinico e o
Bion®. Dependendo da planta e do agente indutor, um intervalo de tempo é necessario para o
estabelecimento da RSA que corresponde ao tempo requerido para o acumulo de proteinas
relacionadas a patogénese. A principal caracteristica da RSA € o aparecimento de necroses
localizadas induzidas pelo patégeno. Estas necroses podem ser também uma resposta de
hipersensibilidade ou uma lesdo necrética local causada por patogeno virulento. A RSA requer o
acido salicilico na via de sinalizacdo para a expressdo de proteinas relacionadas a patogénese
local ou sistemicamente (STICHER et al., 1997).

A RSI é potencializada por rizobactérias promotoras de crescimento vegetal, designadas
internacionalmente por Plant Growth-Promoting Rhizobacteria - PGPR, incluindo
principalmente espécies de Pseudomonas. Em contraposicdo a RSA, a RSI ndo esta associada

com a formacdo de lesdes necroticas locais, ao acumulo de proteinas relacionadas & patogénese
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ou acido salicilico, em vez disso, depende da rota de sinalizacdo regulada pelo jasmonato e
etileno (PIETERSE et al., 1998).

2.2.1.2 Eliciadores bidticos

Eliciador é a molécula presente em um indutor de resisténcia capaz de ativar mecanismos
de defesa da planta (BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005). Originalmente, o0s
eliciadores foram descritos como moléculas capazes de induzir a sintese de fitoalexinas,
substancias antimicrobianas, de baixo peso molecular que conferem resisténcia contra
microrganismos invasores em tecidos vegetais. Atualmente, a definicdo de eliciadores se tornou
mais ampla, como compostos ou moléculas que estimulam repostas de defesa da planta, desde
mudancas celulares, como a reacdo de hipersensibilidade até mudancas moleculares, como a
ativagéo de genes de defesa (HAHN, 1996).

Os eliciadores podem ser agrupados em duas categorias: gerais (inespecificos) e
especificos. Os eliciadores gerais ativam respostas de defesa inespecificas em diversas espécies
de plantas. Enquanto que, eliciadores especificos, codificados por genes de aviruléncia do
patdgenos (Avr) raca-especifica, induz resposta de defesa em cultivares especificos. Os
eliciadores ja caracterizados apresentaram estruturas quimicas variadas incluindo
oligossacarideos, peptideos, proteinas, lipideos e glicoproteinas (MONTESANO; BRADER;
PALVA, 2003).

Os eliciadores podem ser considerados bidticos, quando, por exemplo, derivam de plantas
Ou microrganismos ativos ou inativos ou parte destes, como fragmentos da parede celular. Nesse
contexto, atividades eliciadoras de respostas de defesa em plantas foram correlacionadas com
fragmentos pécticos liberados da parede celular vegetal pela acdo de pectinases produzidas por
patdgenos, bem como produtos extracelulares de origem microbiana. Pesquisas evidenciaram que
moléculas fungicas, incluindo lipideos insaturados, glicoproteinas e polissacarideos, mostraram-
se capazes de eliciar respostas de defesas em plantas (REIGNAULT; WALTERS, 2007).

Diversos estudos tém demonstrado que o reconhecimento de eliciadores pelas plantas esta
relacionado a presenca de proteinas na membrana plasmaética das células vegetais, que agem
como receptores. A existéncia destes sitios especificos de ligacdo de natureza protéica tem sido
demonstrada para oligossacarideos, glicopeptideos e peptideos (CHEONG; HAHN, 1991;
HAHN, 1996).
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O processo de sinalizacdo desenvolvido pela célula vegetal para perceber e responder aos
estimulos intrinsecos e/ou extrinsecos, pode ser dividido basicamente em trés etapas: a
percepcao do sinal, ou reconhecimento, pela interacéo dos eliciadores com receptores celulares
especificos ou inespecificos que reconhecem um determinado sinal; a transducéo do sinal, que
consiste na transmissdo do mesmo para seu sitio de acdo dentro da célula, de forma direta ou
indireta (via mensageiros secundarios (acido salicilico, acido jasmonico e etileno), alteracdes na
fosforilacdo de proteinas ou ativacdo de proteinas G; a traducdo do sinal, que consiste na
conversdo do sinal em repostas celulares especificas, como por exemplo, a ativagdo de genes que
induzem a sintese de proteinas relacionadas a patogéneses (proteinas-RP) e de enzimas
integrantes de rotas metabdlicas de fitoalexinas (RESENDE et al., 2007).

2.2.1.3 Eliciadores fungicos e respostas de defesa em plantas

Os eliciadores sdo moléculas que induzem qualquer reposta de defesa em plantas, desde
mudancas celulares, como reacdo de hipersensibilidade até mudancas moleculares, como a
ativagdo transcricional de genes de defesa. As principais respostas de defesa induzidas pelos
eliciadores envolvem a producéo de enzimas antimicrobianas, deposicao para o fortalecimento da
parede celular (papilas), producao de espeécies ativas de oxigénio e morte programada de celulas
(DIXON et al., 1994)

Muitos eliciadores derivados da parede celular de fungos que induziram respostas de defesa
em plantas ja foram isolados e caracterizados. A quitina e a B-D- (1—3) glucana s&o os principais
polissacarideos de parede celular de fungos, porém a presenca de a-D-(1—3) glucana é menos
freqlientemente descrita. As glucanas sdo usualmente extraidas com solucGes alcalinas sendo que

uma o-glucana foi isolada e caracterizada do micélio de um isolado ndo patogénico de
Rhizoctonia spp. O eliciador foi solubilizado por tratamento térmico e induziu a atividade de -

1,3 glucanase em brotos de batata (WOLSKI et al., 2005).

Um eliciador de natureza polissacaridica foi purificado de esporos autoclavados do fungo
Mucor ramosissimus induzindo fitoalexinas em cotilédones de soja (SIMOES et al., 2005). Por
sua vez, Dutsadee e Nunta (2008) purificaram uma elicitina e uma nova proteina de 75 KDa do
filtrado da cultura de Phytophtora palmivora, as quais induziram a sintese de fitoalexina,
peroxidases e compostos fenolicos em suspensdes de células de seringueira (Hevea brasiliensis).

Entretanto, a proteina foi mais ativa em baixas concentra¢fes quando comparada com a elicitina
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para ativacdo das respostas de defesa. Os autores relataram que ambas proteinas aumentaram a
resisténcia em plantulas de seringueira contra P. palmivora.

Fragmentos de B-glucanas (1—3, 1—6) da parede celular de Pyricularia oryzae induziu a
sintese de fitoalexinas em arroz, mas ndo em soja, indicando diferencas no reconhecimento do
eliciador pelas células de soja (YAMAGUCHI et al., 2000).

Um novo eliciador isolado de Alternaria alternata induziu atividade de quitinase em
celulas de fumo. O eliciador purificado foi solivel em 75% de metanol e a caracterizacdo por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear determinou que o eliciador € uma mistura de 3-

1,3 e 1,6 de oligoglucanas. Em tecidos de plantas de fumo, o eliciador induziu a ativagdo de
genes que expressam proteinas de defesa da familia PR-3, e genes correlacionados nas rotas de

fenilpropandides e sesquiterpenoides (SHINYA et al., 2006).

2.2.1.4 A levedura Saccharomyces cerevisiae como agente de controle de doengas em plantas

As leveduras sdo amplamente encontradas na natureza sendo que algumas espécies residem
no néctar de flores, frutos e superficies foliares. Certas espécies ocorrem na superficie de frutos
em decomposicdo, enquanto que, outras sdo encontradas no solo, na &gua e trato digestivo de
mamiferos (ALEXOPOULOS et al., 1996).

Ha mais de 20 anos, patologistas, micologistas, geneticistas e bioquimicos vém elucidando
o0 potencial de fungos e leveduras como agentes de controle biolégico, com isso, € intenso o
desenvolvimento de produtos & base destes organismos para utilizagdo comercial no controle de
pragas e doencas de plantas. Dentre os mecanismos de interacdo antagonica utilizados por fungos
e leveduras pode-se incluir a producdo de enzimas hidroliticas e antibidticos, competicdo por
nutrientes em plantas e colonizacdo de nichos, inducdo de mecanismos de defesa em plantas
hospedeiras e interferéncia com fatores de patogenicidade do patégeno (PUNJA; UTKHEDE,
2003).

A levedura S. cerevisiae, a qual pertence ao Reino dos Fungos, é um eucarioto unicelular,
cuja parede celular é constituida por duas camadas compostas por trés macromoléculas
principais: manana-proteina, um complexo no qual o polissacarideos manana estd covalentemente

ligado a proteina; glucana, um polissacarideo de -1,3 e B-1,6 glicose, e quitina, um polimero de

-1,4 N-acetilglicosamina (CABIB; ROBERTS; BOWERS, 1982).
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A manana-proteina corresponde a aproximadamente 30 % do peso seco da parede celular,
e compde a camada mais externa da parede, estando ligada covalentemente a cadeias de -1,6-
glucana. A B-1,6 glucana correspondente a cerca de 10 % do peso seco da parede celular e sdo
moléculas relativamente pequenas com cerca de 150 residuos de glicose. Mais da metade da
parede celular é formada por B-1,3-glucana (50-60%), que € composta predominantemente por
moléculas lineares com cerca de 1500 residuos de glicose, enquanto que a quitina corresponde a
2% do peso da massa seca da parede da célula (KLIS et al., 2002).

A levedura é utilizada na industria de panificacdo, cervejaria, suplementos alimentares e
na producdo de etanol como combustivel (ALEXOPOULOQOS et al., 1996). Além da importancia
biotecnoldgica, a levedura se destaca na area agricola no controle de fitopatogenos de diversas
espécies de plantas.

Um peptideo com atividade antifingica foi expresso em células transformadas de S.
cerevisiae, sendo que os autores relataram que o peptideo a 50 uM inibiu totalmente a

germinacao in vitro de esporos de Colletotrichum coccodes. Em baixas concentrac@es, o peptideo
ndo inibiu a germinagdo, mas houve reducdo no crescimento micelial. Os mesmos autores
demonstraram que o desenvolvimento da podriddo em tomates inoculados com o C. coccodes e
incubados na presenca do peptideo sintetizado, foi inibida completamente a 50 umol (JONES;
PRUSKY, 2002).

A produgdo de compostos volateis antimicrobianos por S. cerevisiae é também uma
alternativa no controle de fitopatégenos. Fialho (2004) verificou que as linhagens BG-1 e CR-1
da levedura inibiu em até 83 % o crescimento micelial de Guignardia citricarpa, agente causal da
pinta preta do citros.

Varios estudos também evidenciaram que moléculas eliciadoras de S. cerevisiae podem
ativar mecanismos de defesa ndo especificos em plantas e induzir resisténcia. O Quadro 1 ilustra
alguns exemplos de eliciadores isolados de S. cerevisiae capazes de induzir respostas de defesa
em plantas.

Uma fragdo da levedura S. cerevisiae, contendo carboidratos, induziu o aumento de
compostos de defesa como os &cidos fenolicos em raizes de Salvia miltiorrhiza, planta medicinal
utilizada pelos chineses (CHEN et al., 2001).
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Natureza quimica do

. Respostas de defesa Referéncia
eliciador
B-glucano Sintese de gliceolinas em soja Hahn e Albersheim (1978)
Induziu a biossintese de etileno e a
Glicopeptideo atividade de fenilalanina Basse e Boller (1992)

amonialiase em células de tomate

Sintese de fitoalexinas em

Glicoproteina "
mesocotilos de sorgo

Wullf e Pascholati (1999)

Resisténcia local em pepineiro
contra Colletotrichum lagenarium
e aumento da atividade de
peroxidase

Carboidratos (manana
ligada a N-
acetilglicosamina)

Labanca (2002)

Producdo de espécies ativas de

Peptideo S Pauw et al. (2004)
oxigénio

Quadro 1 - Exemplos de eliciadores isolados de S. cerevisiae e respostas de defesa em plantas

Um polissacarideo (glucana), isolado do extrato da levedura S. cerevisiae comercial,
mostrou-se capaz de induzir o acimulo de fitoalexinas (gliceolina) em tecidos de soja (HAHN;
ALBERSHEIM, 1978).

Pesquisas envolvendo o uso de S. cerevisiae como agente de controle de doencas em
plantas como milho, sorgo, eucalipto e maracujazeiro contra fitopatdgenos vem ha varios anos,
sendo realizadas no Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica Fitopatologica-Esalg/USP.
(PASCHOLATI; 1998; SILVA; PASCHOLATI, 1992; STANGARLIN; PASCHOLATI, 1994).
WuIff e Pascholati (1999) verificaram que eliciadores glicoprotéicos, obtidos da levedura S.
cerevisiae estimularam o acumulo de fitoalexinas em mesocotilos de sorgo. As fragdes ativas
foram resistentes a autoclavagem, soltveis em etanol 50% e ligaram-se a resina aniénica DEAE-
Celulose. Por sua vez, o tratamento das fragdes com proteinase reduziu a atividade eliciadora.

Labanca (2002) também verificou que um carboidrato, possivelmente manana e
glucosamina, obtido da parede celular de S. cerevisiae, induziu resisténcia local em pepineiro
contra C. lagenarium.

Produtos comerciais a base de S. cerevisiae estdo disponiveis no mercado como
biofertilizante ou aditivo para a fermentacdo de silagem, e ndo estéo registrados com a finalidade
de controlar doencas em plantas. Entre estes, pode-se citar 0 Agro-Mos®, cujo principio ativo é
representado por mananoligossacarideo fosforilado derivado da parede celular de S. cerevisiae e

o0 ISR 2000®, o qual é composto por extratos da levedura e da planta Yucca schidigera. Esses
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produtos tém mostrado efeitos positivos no controle de doencas em videira, batata e tomate,
quando utilizados em conjunto com fungicidas, possibilitando assim a redugdo do ndamero de
aplicacOes destes (DI PIERO et al., 2005).

2.2.1.5 Coletotrichum lagenarium agente causal da antracnose

A antracnose, causada por fungos do género Colletotrichum, é uma das doencas que ataca
mundialmente varias espécies de plantas cultivadas. E uma doenca importante ndo apenas pela
freqtiéncia com que incide, mas também pelos danos que causa, por exemplo, a cultura do pepino
e outras cucurbitaceas, como chuchu, melancia, meldo e abdbora. E considerado um dos
patdgenos mais agressivos em pepineiro contribuindo para perdas e reducdo da qualidade de
frutos destinados ao mercado, sendo que quando n&o se faz um controle adequado, a doenga pode
provocar perdas de até 100 % (AGRIOS, 1997; KUROZAWA,; PAVAN, 1997).

Nas cucurbitaceas, o agente causal da antracnose é o Colletotrichum lagenarium (Pass)
Ellis & Halsted, o qual apresenta como sinonimias C. orbiculare e C. gloeosporioides f. sp.
cucurbitae. O patégeno produz acérvulos (corpo de frutificacdo assexual) que produzem conidios
a partir de conidiéforos. Os conidios sdo hialinos, unicelulares e protegidos por uma matriz
mucilaginosa alaranjada. Durante a infeccdo, os conidios apds a germinacdo formam uma
estrutura especializada chamada apressorio, a qual esta envolvida na penetracdo do patdgeno na
planta hospedeira (KUROZAWA; PAVAN; REZENDE, 2005).

Os sintomas iniciam-se pelas folhas mais velhas como lesdes encharcadas, seguidas de
necrose e manchas circulares circundadas por um halo de tecido amarelado. As lesdes crescem
rapidamente, tornando-se marrons com centro mais claro. Em peciolos e hastes infectadas
desenvolvem-se lesdes deprimidas, alongadas e marrom escuras. A area afetada expande-se,
mostrando pontuagfes escuras no centro, sendo que em condic¢des de alta umidade, observa-se
uma massa de esporos de coloracao rosa-alaranjada (REGO; CARRIJO, 2000).

A disseminacdo do patogeno dentro da cultura se d& principalmente por respingos de chuva
e de &gua de irrigacdo por aspersdo, sendo que insetos e equipamentos agricolas também
disseminam o fungo. Condicdes de alta umidade e temperaturas de 21 a 27 °C sao favoraveis ao
desenvolvimento da doenca. Porém acima ou abaixo dessa faixa de temperatura, a doenca pode

ndo se constituir em problema devido a seu lento desenvolvimento. O patdgeno sobrevive de uma
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estacdo para outra em restos de cultura e sementes contaminadas. Entre as medidas de controle
recomendadas estdo a utilizagdo de sementes sadias, 0 emprego de cultivares resistentes, rotacao
de cultura, eliminacdo dos restos de cultura e cucurbitaceas silvestres, 0 manejo adequado da
irrigacéo e o uso de fungicidas (KUROZAWA; PAVAN, REZENDE, 2005).

2.2.2 Material e métodos

2.2.2.1 Planta e patdgeno

Sementes de pepineiro (Cucumis sativus L.) cv. Caipira Verde foram semeadas em
bandejas de isopor, contendo o substrato agricola Plantimax® e mantidas em casa-de-vegetago
sob condicdo ambiental. Seis ou sete dias apds a semeadura as plantulas foram retitadas das
bandejas e transferidas para vasos, contendo uma mistura de solo, areia e matéria organica
autoclavados, sendo mantidas quatro plantulas por vaso. As plantas foram mantidas em casa-de-
vegetacao sob condi¢bes ambientais.

O fungo C. lagenarium foi mantido em folhas de pepineiro infectadas e herbarizadas. Para
o isolamento do fungo, procedeu-se a desinfestacdo de pedacos foliares obtidos a partir da area de
transicdo entre o tecido sadio e doente, com hipoclorito de sodio comercial (1 %). Em seguida, 0s
pedacos foliares foram colocados na superficie de meio de cultivo agar-agua (AA) 2%. Apds a
obtenc&o das culturas puras, o fungo foi transferido para placas contendo o meio de cultivo aveia-
agar visando estimular a esporulacdo. As placas foram incubadas a 25 °C, sob luz U.V.-

comprimento de onda longo (NUV).

2.2.2.2 Obtencéo do extrato bruto aquoso de S. cerevisiae

Para a extracdo das moléculas eliciadoras de S. cerevisiae foi utilizada a levedura de
panificacdo (fermento biolégico Fleischmann®), sendo que tabletes de 200 g foram dissolvidos
em 1 L de agua destilada (HAHN; ALBERSHEIM, 1978; WULFF; PASCHOLATI, 1999).
Entretanto, para melhorar a extracdo e a solubilizacdo das moléculas eliciadoras, a levedura foi
submetida a autoclavagem, seguindo o procedimento utilizado por Bonaldo (2005). A suspenséo
de células de S. cerevisiae foi autoclavada a 121 °C em quatro etapas com intervalos de tempo
diferentes. Na primeira etapa, o material foi autoclavado por 1 h, na segunda, 2 h, na terceira, 3 h

e na quarta, 4 h (totalizando 10 h). Em cada etapa de autoclavagem foi realizado o resfriamento
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do material em banho de gelo, sendo que apds a autoclavagem, a preparacao foi centrifugada a
15.000g por 30 min a 4 °C. O precipitado celular foi descartado e o sobrenadante considerado
como extrato bruto aquoso autoclavado (10 h).

Outro procedimento de autoclavagem também foi realizado para a extracdo de moléculas
eliciadoras da levedura. Desta vez, a suspensdo da levedura foi autoclavada a 121 °C em quatro
etapas de 1 h cada ( totalizando 4 h) e o resfriamento do extrato foi realizado em banho de gelo
em cada intervalo de autoclavagem. Apds a autoclavagem, a preparacdo foi centrifugada a
15.000g por 30 min, o precipitado celular descartado e o sobrenadante obtido foi considerado
como extrato bruto autoclavado (4 h).

Em outro tratamento, células da levedura de panificacdo (200 g.L™) foram ressupensas em
agua destilada, centrifugadas a 15.000g por 30 min, entretanto, ndo foram submetidas a
autoclavagem. Como controle negativo, as plantulas foram pulverizadas com agua destilada e no

controle positivo foram pulverizadas com Bion ®, na concentracéo de 0,005 g /100 mL.

2.2.2.3 Precipitacdo etandlica do extrato bruto aquoso autoclavado de Saccharomyces

cerevisiae

Ao extrato bruto de S. cerevisiae autoclavado por 4 h foi adicionado alcool etilico
lentamente, sob agitacdo e mantido a 4 °C, na proporg¢do de 1:1 (v/v). Apos trés dias de repouso,
o material foi centrifugado a 5.200g por 45 min e o precipitado ressuspenso em agua e
armazenado em congelador. O alcool foi evaporado do sobrenadante a 50 °C sob presséo
reduzida, sendo que apds a evaporacdo, o sobrenadante resultante (750 mL) foi dialisado
(membrana com limite de exclusdo 12000-14000 Da) contra 15 L de agua destilada a 4 °C por 48
h sendo realizada cinco trocas de agua (LABANCA, 2002). Apds a didlise, a amostra foi
concentrada com polietilenoglicol 20.000 até o volume final de 25 mL e em seguida armazenada
e congelada. Em cada uma das etapas de purificacdo foram determinadas as concentracGes de

proteinas e carboidratos totais.
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2.2.2.4 Cromatografia de Troca Anidonica— CTA

Uma amostra de 60 mL do extrato bruto de S. cerevisiae autoclavado por 4 h foi
concentrada através de liofilizacdo e em seguida ressuspensa em 10 mL de tamp&o bicarbonato
de amonio 0,01 M, pH (8,0). A amostra foi filtrada em papel de filtro Whatman n° 1 e 5 mL da
amostra foi aplicado a uma coluna (2,5 cm de didmetro x 15,0 cm de comprimento), contendo
resina trocadora de anions equilibrada com tampdo bicarbonato de aménio 0,01M pH (8,0). O
material adsorvido a resina foi eluido de forma gradual step wise, utilizando-se as concentracoes
de 0,125 M, 0,25 M, 0,50 M e 1 M do mesmo tampé&o, em fluxo de 2,5 mL/min, e a absorbancia
monitorada a 280 nm, sendo coletadas fracGes de 6 mL. As fracdes referentes aos picos foram
reunidas e dialisadas contra agua destilada. Em seguida, o volume das fracGes agrupadas foi
concentrado cinco vezes, utilizando-se polietileno glicol (PEG 20.000), sendo entédo utilizadas
nos bioensaios com cotilédones de pepineiro em casa de vegetacao.

Em outro experimento, 5 mL do extrato bruto da levedura autoclavado por 4 h e liofilizado
foi aplicada a coluna e equilibrada em tampéao bicarbonato de amoénio 0,01M pH (8,0) e, 0
material adsorvido a resina foi eluido de forma gradual step wise, utilizando-se as concentracoes
de 0,125 M, 0,25 M, 0,50 M e 1 M do mesmo tampao, em fluxo de 2,5 mL/min, sendo coletadas
fracdes de 6 mL. As fracdes foram reunidas de acordo com os picos de absorbancia a 280 nm,
dialisadas (limite de exclusdo 8000 a 15000 Da) contra dgua destilada e o volume inicial de cada
pico (fragOes agrupadas) foi concentrado duas vezes, utilizando-se polietileno glicol (PEG
20.000) e, usadas nos bioensaios com cotilédones de pepineiro.

Outro procedimento de purificacdo foi realizado em que uma amostra de 4,0 mL do
sobrenadante, obtido pela precipitagdo etandlica (Figura 1), foi aplicada a coluna DEAE-Celulose
equilibrada com tampdo Tris- HCI 0,01M (pH 8,0). O material adsorvido a resina foi eluido
utilizando-se as concentracfes de 0,115 M, 0,215 M, 0,500 M e fluxo de 4 mL/min, sendo
coletadas fracdes de 5 mL. As fracdes foram reunidas de acordo com os picos de absorbancia a
280 nm e dialisadas contra &gua destilada, sendo o volume inicial de cada pico (fracGes
agrupadas) foi concentrado trés vezes, utilizando-se polietileno glicol (PEG 20.000) e utilizadas
nos bioensaios com cotilédones de pepineiro.

Todo material submetido a coluna de CTA foi filtrado (filtro com poros de 0,2 um de

diametro) e desgaseificado por 10 min.
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200 g de células de S. cerevisiae (fermento bioldgico) ressuspensas em 1 L de agua destilada

!

Autoclavagem a 121 °C em intervalos de 1 h (totalizando 4 h)

'

Centrifugacéo (15.000g por 30 min) a4 °C
l—> Precipitado descartado

Sobrenadante

Precipitacdo com alcool etilico (95% P.A.)

!

Centrifugacéo (5.200g por 45 min) a4 °C
g N

Precipitado Sobrenadante (dialisado e concentrado)
(armazenado) '

Fracionamento em coluna de troca aniénica DEAE- celulose

N

Picol Picoll Picolll PicolV

Figura 1 - Etapas gerais do processo de extracdo e fracionamento de eliciadores de S. cerevisiae

2.2.2.5 Bioensaio in vivo

Sementes de pepineiro (Cucumis sativus L.) cv. Caipira Verde foram semeadas em
bandejas de isopor, contendo o substrato agricola Plantimax® e mantidas em casa-de-vegetacdo
sob condicdo ambiental. Seis ou sete dias apds a semeadura as plantulas foram retitadas das
bandejas e transferidas para vasos, contendo uma mistura de solo, areia e matéria orgénica
autoclavados, sendo mantidas quatro plantulas por vaso e cada tratamento consistiu em quatro
repeticdes. Em seguida, cada cotilédone foi pulverizado com os seguintes tratamentos: suspensao
de células da levedura ndo autoclavada ou extratos brutos autoclavados (4 h ou 10 h) ou por
fracBes obtidas na CTA e os controles (4gua destilada e Bion®). Apés trés dias do tratamento
eliciador, as plantulas foram inoculadas com suspensdo de conidios de C. lagenarium (10°

conidios mL™) através de aspersdo, e mantidas em camara (imida por 24 h. Os bioensaios foram
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realizados em casa de vegetacdo sob condicdo ambiental ou em cadmara de crescimento (tipo
B.0.D) a 26 °C, sob fotoperiodo (12 h luz / 12 h escuro). A severidade da doenca foi avaliada
apos quatro dias da inoculacdo das plantulas com o patdgeno, em funcdo do aparecimento das
lesBes nos cotilédones tratados com &gua destilada. Para tal, cada cotilédone foi destacado da
plantula e escaneado para quantificacdo da area lesionada, com auxilio do Software Quant.

2.2.2.5.1 Efeito do intervalo de tempo entre o tratamento e inoculagdo com C. lagenarium na
protecdo local de cotilédones de pepineiro

Sementes de pepineiro (cv. Caipira Verde) foram semeadas em bandejas de isopor
contendo o substrato Plantimax®. Apés sete dias da semeadura, os cotilédones foram transferidos
para vasos contendo uma mistura de solo, areia e matéria organica autoclavados, sendo mantidas
gratro plantulas por vaso e cada tratamento contendo quatro repeti¢fes. Os cotilédones foram
pulverizados com &gua destilada ou extratos brutos de S. cerevisiae autoclavados (4 h) e (10 h),
aos 3, 5 ou 7 dias, antes da inoculagdo com o patégeno. Em camara de crescimento a 26 °C, sob
fotoperiodo (12 h luz / 12 h escuro), os cotilédones foram inoculados por aspersdo com suspensao
de conidios de C. lagenarium (10° conidios mL™) e foram mantidos em camara imida por 24 h.
A severidade da doenca foi avaliada ap0s quatro dias da inoculagdo, em funcdo do surgimento
das lesbes no tratamento controle (agua).

Em outro bioensaio, os cotilédones de pepineiro foram pulverizados com o sobrenadante e
0 precipitado, obtidos da precipitacdo etandlica. Cada vaso continha quatro plantulas e cada
tratamento consistiu em quatro repeticbes. Apos trés dias do tratamento, as plantulas foram
inoculadas por aspersdo com uma suspensdo de conidios de C. lagenarium (10° conidios mL™) e
foram mantidas em camara de crescimento a 26 °C, sob fotoperiodo (12 h luz / 12 h escuro). A
severidade da doenca foi avaliada ap6s quatro dias da inoculacdo das plantulas com o patdgeno,

em funcédo do surgimento das lesbes no tratamento controle (agua).

2.2.2.6 Bioensaio in vitro
Com o objetivo de verificar se as preparacOes de S. cerevisiae atuam diretamente sobre o
desenvolvimento do patdgeno, avaliou-se a germinacdo de esporos, formacdo de apressorios e

crescimento micelial de C. lagenarium. Para o teste com o crescimento micelial, 100 uL de cada

tratamento foram espalhados com uma alga de Drigalski sobre a superficie do meio BDA (200 g
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L batata, 20 g L™ dextrose e 15 g L™ 4gar) em placas de Petri com 5 cm de diametro. As placas
(cinco repeticBes/ tratamento) foram armazenadas por 12 h, sendo que apos este periodo, as
mesmas receberam um disco de 0,3 cm de didmetro contendo o crescimento micelial de C.
lagenarium e mantidas sob condic¢des de luz constante, a 26 °C. O crescimento diametral (cm)
das colbnias foi avaliado por medicdo a cada 2 dias até 0 momento em que um dos tratamentos
atingisse a borda da placa. Os tratamentos controle consistiram em placas contendo somente agua
destilada espalhada na superficie do meio ou placas contendo apenas 0 meio BDA.

Para avaliar a germinacdo de conidios e a formacdo de apressorios, 40 uL da suspenséo
conidial (10° conidios mL™) e mais 40 uL de um dos tratamentos (4gua destilada (controle),
suspensdo de células da levedura e extratos brutos autoclavados) foram depositados em placas de
poliestireno, sendo armazenadas em camara de crescimento a 26 °C, fotoperiodo (12 h escuro/12
h luz). Cada tratamento foi constiuido por seis repeti¢des. A germinacdo de esporos e formacéao
de apressorios foi avaliada ap6s 20 h do inicio do experimento, através do emprego de

lactoglicerol e observacdo em microscépio ético (aumento 400 X).

2.2.2.7 Dosagem da concentracdo de proteinas sollveis e carboidratos totais

A dosagem de proteinas das amostras foi realizada segundo metodologia descrita por
Bradford (1976), utilizando como padréo albumina de soro bovino. Os carboidratos totais foram
quantificados nas amostras pelo método fenol sulfurico, descrito por Dubois et al. (1956),

utilizando-se glicose como padrao.

2.2.2.8 Anédlise de monossacarideos do extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae

A quantificacdo de monossacarideos foi realizada no Laboratorio Max Feller de Genética
de Plantas, Departamento de Genética, ESALQ/USP, sob supervisao do Prof. Dr. Carlos Alberto
Labate. Procedeu-se a quantificacdo do contetdo de monossacarideos do extrato bruto de S.
cerevisiae autoclavado por 4 h por High Performance Anion Exchange Chromatography with
Pulsed Amperometric Detection — HPAEC — PAD. As amostras foram injetadas com volume de
25 uL determinado pelo loop de amostragem.

A coluna utilizada foi a de troca anidnica Dionex® CarboPac PAL (4 x 250 mm) com
coluna-guarda CarboPac PAL (4 x 50mm). As curvas de concentracdo para cada monossacarideo

foram construidas de acordo com o perfil cromatografico das amostras com os referidos padroes:
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D-Fucose, D-Arabinose, D-Manose e D-Glicose. As quantificacbes foram realizadas com o
auxilio do equipamento ICS 2500, HPLC Dionex® equipado com DS50 gradiente; detector
amperiométrico ED50 com eletr6do de ouro e um amostrador automatico AS50. O eluente de
arraste utilizado foi 4 mM NaOH e o eluente de limpeza foi 200 mM NaOH, com fluxo de 1

mL.min™t,

2.2.3 Resultados e Discusséo
2.2.3.1 Bioensaio in vivo
2.2.3.1.1 Efeito dos extratos brutos aquosos de S. cerevisiae em cotilédones de pepineiro

Observa-se pela Figura 2 A que os cotilédones tratados com os extratos brutos autoclavados
por 4 h ou 10 h apresentaram reducdo significativa (86% e 82,2%, respectivamente) na
severidade da doenca, quando comparados com o0s cotilédones tratados com agua. Entretanto, a
suspensdo de células de S. cerevisiae ndo autoclavada ndo apresentou efeito protetor significativo
nas plantulas (Figuras 2 A e 2 B).

Nota-se que a autoclavagem dos extratos brutos aquosos de S. cerevisiae foi necessaria no
processo de extracdo de molécula (s) eliciador (as), que possivelmente induziu resisténcia nos
cotilédones de pepineiro contra o fungo patogénico (Figura 2). Wulff e Pascholati (1999)
verificaram que o filtrado de células autoclavadas da levedura de panificacdo (S. cerevisiae)
causou maior acumulo de fitoalexinas em mesocotilos de sorgo quando comparado com filtrados
de ceélulas ndo autoclavadas. Esses resultados indicaram que possivelmente as moléculas
eliciadoras séo de natureza termoestavel.

Sob esse aspecto, Bonaldo (2005) verificou que preparacOes de S. cerevisiae (fermento
bioldgico) autoclavadas sequencialmente por 1 h, 2 h, 3 h e 4 h (totalizando 10 h) induziu
aproximadamente dez vezes mais o acumulo de fitoalexinas em mesoc6tilos do sorgo que
preparacOes da levedura autoclavadas por 4 h, uma Unica vez. A autora relatou que os extratos da
levedura autoclavados por 3 ou 4 h seqiiencialmente apresentaram maiores concentracdes de
carboidratos que os extratos autoclavados apenas uma vez. Neste contexto, Hahn e Albersheim
(1978) constataram que a atividade eliciadora da fracdo purificada da levedura de panificacao (S.
cerevisiae) foi proporcional a quantidade de glucanas presentes na fracéo.

Os processos convencionais para a extracdo de glucanas da levedura S. cerevisiae pode

envolver o tratamento com alcali /e ou &cido a quente. Um dos problemas para a extracdo de
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glucanas é sua insolubilidade. Por isso, alguns processos como carboximetilacdo e sulfoetilacéo e
alguns processos fisicos, como tratamento com ultrassom tém sido propostos com o objetivo de
aumentar a solubilidade das glucanas (CABIB et al., 1982). Freimund et al. (2003) apresentaram
um método de isolamento de 3-1,3 glucana de S. cerevisiae que consistiu de um processo fisico

combinado com um tratamento enzimatico. O tratamento fisico foi a extracdo a quente (125 °C
por 5 h) em solugdo aquosa de pH neutro ndo tamponado, seguido de um tratamento enzimatico
com a protease comercial Savinase. A pureza da glucana obtida foi de 92% e o rendimento foi de
87%. Este processo de isolamento de glucana gerou um subproduto, a manana-proteina, que é um
composto que apresenta atividades bioldgicas, como atividade antioxidante. Neste contexto, a
manana extraida de parede celular de leveduras (Candida utilis, Candida albicans e S. cerevisiae)
apresentam boa solubilidade e massa molecular relativamente pequena (15-30 KDa) sendo
facilmente extraidas por autoclavagem (CABIB et al., 1982).

Vaérios trabalhos relatam a utilizacdo da autoclavagem para extracdo de componentes
fangicos com atividade eliciadora na ativacdo de defesas em plantas. A autoclavagem por 30 min
a 121 °C de esporos do fungo Mucor ramosissimus favoreceu a extracdo de eliciadores capazes
de induzir a sintese de fitoalexinas em soja e em Rubiaceae nativas (SIMOES et al., 2005). O
extrato bruto aquoso do micélio de Penicillium chrysogenum, denominado ‘“Pen”, eliciou
respostas de defesa e induziu resisténcia em plantas de Arabdopsis thaliana, tomate, fumo e
arroz. Para a preparacdo do extrato bruto, 150 g de massa seca do micélio de P. chrysogenum
foram adicionado em 1 L de agua destilada e autoclavado por 3 h a 140 °C (THUERING et al.,
2006).

No segundo experimento, representado pela Figura 2 B, apenas o extrato bruto aquoso de S.
cerevisiae autoclavado por 4 h protegeu significativamente os cotilédones contra a antracnose
quando comparado com o tratamento controle. Por sua vez, o extrato bruto autoclavado por 10 h
nédo diferiu significativamente das plantas controle. Desta forma, como o extrato autoclavado por
4 h mostrou maior protecdo local dos cotilédones de pepineiro contra antracnose (Figuras 2 A e
B), o0 mesmo foi submetido ao fracionamento dos compostos com atividade eliciadora atraves da
CTA em DEAE-Celulose.
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Figura 2 - Efeito da suspensao de células e dos extratos aquosos brutos de Saccharomyces
cerevisiae autoclavados por 4 h e 10 h na protecdo de plantulas de pepineiro
contra antracnose. A pulverizacao das plantulas de pepineiro foi realizada 3 dias
antes da inoculacdo com Colletotrichum lagenarium. Barras representam a
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pelo teste de Tukey a 5%. A) 1° experimento CV= 32,8%. B) 2° experimento
CV=23,51%

39
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2.2.3.1.2 Efeito do intervalo de tempo entre o tratamento e inoculacdo sobre a
protecdo de cotilédones de pepineiro contra C. lagenarium

A aplicacdo do extrato bruto autoclavado por 4 h de S. cerevisiae, 3 ou 5 dias antes da
inoculacdo do patogeno, reduziu significativamente a severidade da doenca quando comparado
com o tratamento controle (agua). Entretanto, a reducdo da doenca foi maior ap6s 3 dias do
tratamento (Tabela 1). Lopez (1991) demonstrou que plantas de sorgo pré-tratadas com S.
cerevisiae apresentaram aumento no acumulo de compostos fenélicos em resposta a inoculagédo
com C. sublineolum, sugerindo que a levedura pode modificar o metabolismo da planta no
sentido de ativar mecanismos de defesa contra o patdgeno. Por sua vez, Cia (2005) verificou que
a aplicacdo de células de S. cerevisiae (levedura de panificacéo) na concentragdo de 20 mg mL™,
48 e 72 h antes da inoculacdo de frutos de mamoeiro da cv. Golden com o Colletotrichum
gloeosporioides, ndo influenciou na severidade da antracnose. Entretanto, a mesma autora
verificou que a aplicagdo da levedura 24 h antes da inoculagdo do patdgeno nos frutos reduziu
significativamente a incidéncia da doenca. Kamida, Pascholati e Bellato (2002) relataram que 0s
mecanismos de protecdo de plantas pela levedura, podem ocorrer aparentemente devido a acao
direta sobre o patdgeno (controle bioldgico), bem como pela inducdo de resisténcia no

hospedeiro.

Tabela 1 - Efeito do intervalo de tempo entre o tratamento com o extrato bruto (EB) de
Saccharomyces cerevisiae autoclavado por 4 h e a inoculagdo com Colletotrichum
lagenarium na protecdo local de cotilédones de pepineiro contra antranose

Tratamento Severidade (%)
Agua 10,6 +3,9 A
EB 3 dias 0,6 +0,7 B
EB 5 dias 3,3t3,7B
EB 7dias 4,1+2,4 AB
Nota: Médias * desvio padrdo, seguidas por letras iguais ndo diferem significamente pelo teste de

Tukey a 5%.

2.2.3.1.3 Protecdo local de cotilédones de pepineiro utilizando fragdes parcialmente
purificadas do extrato bruto de S. cerevisiae
O extrato bruto aquoso autoclavado por 4 h foi submetido a CTA. Os seis picos obtidos

foram dialisados contra agua destilada e pulverizados em cotilédones de plantulas de pepineiro
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(Figura 3). Apds trés dias do tratamento, as plantulas foram inoculadas com uma suspensao de C.
lagenarium (10° esporos mL™). Os resultados da Tabela 2 mostram que cotilédones pulverizados
com &gua (controle) apresentaram baixa porcentagem na severidade da antracnose, apesar disso
nota-se uma reducdo significativa da doenca em cotilédones tratados com os picos IV e V
(fracBes ligadas a resina) (Tabela 2). Estudos sobre patogenicidade tém revelado variabilidade
dentro de espécie de Colletotrichum. Por exemplo, Assi et al. (2001) verificaram diferencas na
agressividade entre seis isolados de C. gloeosporioides de frutos de mangueira por meio de testes
de patogenicidade em frutos destacados das variedades Espada, Rosa e Tommy Atkins. Por sua
vez, 0 extrato bruto autoclavado (4 h) foi mais eficiente no controle da doenca do que as fracbes
obtidas por CTA (Tabela 2). Segundo Kogel e Beibmann (1992), a perda da atividade eliciadora
pode ocorrer apds a etapa de purificacdo, pois o extrato bruto pode conter mais do que um
componente eliciador ativo, 0s quais podem apresentar estruturas diferentes que podem atuar por
sinergismo.

Fatores climaticos estdo também correlacionados com respostas bioldgicas (AGRIOS,
1997), como a temperatura que pode exercer influéncia tanto na infeccdo quanto na colonizagdo
pelo patdgeno. Dias et al. (2005) relataram que houve variabilidade entre os isolados de
Colletotrichum spp., obtidos de cafeeiro, para o crescimento micelial, esporulacéo e germinagéo
de conidios em relacdo a temperatura. Os isolados testados in vitro apresentaram germinacéao
maxima nas seguintes temperaturas: 22, 27, 29, 33, 30, 34 e 35 °C. Apenas dois isolados
apresentaram a mesma temperatura (35 °C) para germinacdo maxima de conidios. Houve
diferenca entre a porcentagem de germinacdo de conidios, sobre papel celofane, também para
dois isolados de C. gloeosporioides da manga. Um dos isolados formou apressorio mais
rapidamente a 25 °C e outro a 20 °C (ESTRADA et al., 2000).
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Figura 3 - Cromatografia de troca anidnica do extrato bruto aquoso de Saccharomyces
cerevisiae autoclavado por 4 h. O material foi aplicado em coluna preenchida
com resina DEAE-Celulose, fluxo 2,5 mL/min. A coluna foi equilibrada e
eluida com tampdo bicarbonato de amonia 0,01 M (pH 8,0). O material
adsorvido foi eluido no mesmo tampéo a 0,125 M, 0,25 M, 0,50 M e 1M
Observa-se ainda na Tabela 2, que a concentragcdo méxima de proteinas soluveis (14,07 mg)
e carboidratos totais (32,30 mg) foi detectada no pico | (fragdes nao ligadas a resina). Os picos IV
e V, os quais protegeram as plantulas contra a antracnose, apresentaram maiores concentragoes
de proteinas (5,58 mg e 4,15 mg, respectivamente) quando comparados com os picos Il e Il
obtidos por CTA. Carboidratos também foram detectados nos picos 1V e V, mas em menores

concentragdes (Tabela 2).



43

Tabela 2 - Efeito do extrato bruto (EB) aquoso de Saccharomyces cerevisiae autoclavado por 4 h
e dos picos (fracdes agrupadas), obtidos a partir da cromatografia de troca anionica,
sobre a severidade da antracnose em cotilédones de pepineiro

Concentracio Concentracao

Tratamento total deg total de Recuperacéo (%) Severidade de

proteinas (mg) 1 CarbOidrgtOS Proteinas Carboidratos antracnose (%)3
(mg)

Agua - - - - 532+275A

EB4h 59,65 272,4 100 100 0,6 +0,36 DE
Pl 14,07 32,30 23,58 11,85 3,41+153 AB
Pl 0,48 31,02 0,80 11,38 2,37 £ 0,50 BCD
P 2,35 0,69 3,94 0,25 3,62 +0,52 ABC

CTA

PIV 5,58 0,23 9,35 0,08 1,24 + 0,92 CDE
PV 4,15 1,09 6,95 0,40 1,45+ 0,70 CDE

P VI ND 0,10 ND 0,03 599 +0,78 A

ND = N&o detectado

EB= extrato bruto autoclavado por 4 h

CTA= cromatografia de troca anidnica

! Quantificagdo pelo Método de Bradford

? Quantificacdo pelo Método Fenol- Sulfdrico

¥ Médias (+ desvio padréo) seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente a 5% pelo teste de Tukey

Na tentativa de obter mais fracdes da levedura, o extrato bruto autoclavado (4 h) foi
novamente submetido a CTA. Nota-se que o perfil das cromatografias representadas pelas
Figuras 3 e 4 foi semelhante, entretanto, cinco picos foram obtidos (Figura 4). Observa-se que
apenas o pico Il proporcionou redugéo (78 %) na severidade da antracnose quando comparado
com os cotilédones tratados com &gua (Figura 5). Possivelmente, o grupo de moléculas
eliciadoras representadas pelos picos IV (Figura 3) e Il (Figura 4) possui caracteristicas
semelhantes, pois as moléculas adsorvidas foram eluidas da coluna de troca aniénica a 0,25 M do
tampdo bicarbonato de amoénia. Entretanto, o extrato bruto autoclavado demonstrou maior
eficiéncia na protecdo dos cotilédones contra a antracnose, reduzindo em 83 % a severidade da
doenca (Figura 5).
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Figura 4 - Cromatografia de troca anidnica do extrato

bruto aquoso de Saccharomyces

cerevisiae autoclavado por 4 h. O material foi aplicado em coluna preenchida
com resina DEAE-Celulose, fluxo 2,5 mL/min. A coluna foi equilibrada e
eluida com tampdo bicarbonato de amoénia 0,01 M (pH 8,0). O material
adsorvido foi eluido no mesmo tampéo a 0,125 M, 0,25 M, 0,50 M e 1M
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Figura 5 - Efeito dos picos (fraces agrupadas) do extrato

bruto (EB) autoclavado por 4 h de

Saccharomyces cerevisiae, obtidos a partir da cromatografia de troca anionica e do
Bion® sobre a severidade da antracnose. Barras representam a média + o desvio
padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste

de Tukey a 5%. CV= 16,21
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Outro procedimento de extracdo de moléculas eliciadoras do extrato bruto autoclavado (4
h) foi realizado objetivando obter fracbes com maior efeito protetor das plantulas contra
antracnose. Portanto, a proxima etapa consistiu em extrair moléculas eliciadoras do extrato bruto
aquoso de S. cerevisiae autoclavado (4 h) através da precipitacdo etanolica. Observa-se pelas
Figuras 6 e 7 que o extrato bruto, o sobrenadante e o precipitado foram eficientes no controle da
antracnose reduzindo significativamente a doenga em torno de 98%. Para continuar o processo de
purificacdo, o sobrenadante foi escolhido, pois o precipitado mostrou-se pouco solivel em agua

dificultando a sua pulverizacéo sobre cotilédones de plantulas de pepineiro.
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autoclavado (4h)
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Figura 6 - Efeito das preparacdes obtidas de Saccharomyces cerevisiae sobre a antracnose
em cotilédones de pepineiro. O extrato bruto aquosos (EB) autoclavado por 4 h
foi submetido a precipitacdo etandlica, pela qual obteve-se 0 sobrenadante e 0
precipitado. Barras representam a media + o desvio padrdo. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5%.
Cv=22,22
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Figura 7 - Efeito das preparacdes obtidas de Saccharomyces cerevisiae sobre a antracnose em
cotilédones de pepineiro. Apds 3 dias do tratamento com as preparagfes da levedura,
os cotilédones foram inoculados com uma suspensdo de conidios de Colletotrichum
lagenarium. A avaliagdo da severidade foi realizada quatro dias ap6s a inoculagédo

O sobrenadante oriundo da precipitacdo etandlica, foi submetido a CTA, sendo obtidos 4
picos (Figura 8), os quais foram utilizados no tratamento dos cotilédones.

Nota-se pela Tabelas 3 que os picos | e Il, obtidos por CTA apresentaram em sua
composi¢cdo maior concentracdo de carboidratos (13,2 e 19,2 mg, respectivamente) do que
proteinas (0,24 e 4,77 mg, respectivamente). Na etapa de purificacdo das fracdes eliciadoras
(picos I e 1), a recuperacdo de carboidratos foi maior do que proteinas (Tabela 3). O fato dos
picos | e 1l apresentarem menos proteinas e mais carboidratos provavelmente esta correlacionado
a maior atividade protetora das plantulas indicando possivelmente carboidratos provenientes da
parede celular da levedura.

A Tabela 4 (experimento 1) demonstra que os picos | (fracbes que ndo se ligaram a resina)
e Il (fragBes que se ligaram a resina) reduziram em 81 e 72 %, respectivamente, a severidade da
antracnose, quando comparado com os cotilédones tratados com agua. Por sua vez, no

experimento 2 (Tabela 4), os picos | e Il continuaram protegendo os cotilédones, embora as
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plantulas controle (dgua) tenham apresentado baixa porcentagem da doenca. Sob tal aspecto,
Labanca (2002) verificou que plantulas de pepineiro tratadas com as fragdes CA 1 (fracbes
ligadas a resina) e CA 2 (ndo ligadas a resina) de S. cerevisiae apresentaram reducéo entre 50 e
70 % de area lesionada causada por C. lagenarium e aumento da atividade de peroxidases, um

marcador bioguimico da possivel inducdo de resisténcia.
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Figura 8 - Cromatografia de troca anidnica do sobrenadante, obtido a partir da precipitacao
etanolica do extrato bruto aquoso de Saccharomyces cerevisiae autoclavado por 4 h.
O material foi aplicado em coluna preenchida com DEAE-celulose. A
cromatografia foi efetuada com tampao Tris-HCI 0,01 M (pH 8,0) em fluxo 4
mL/min, e o material adsorvido foi eluido com NaCl no mesmo tampé&o
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Tabela 3 - Quantificacdo de proteinas solUveis e carboidratos totais resultantes das etapas de
purificacdo do extrato aquoso bruto autoclavado por 4 h de Saccharomyces

cerevisiae
- Volume Concentracéo total (mg)
Etapas da purificacdo Recuperacao (%)
(mL)
Proteinas Carboidratos Proteinas  Carboidratos
EB 4h 1000 3.240 24.690 100 100
Sobrenadante® 750 855 9.281 26,38 37,59
Sobrenadante
dialisado e 4 27,2 63,76 100 100
concentrado?
Pl 24 0,24 13,24 0,88 20,76
PIl 43 4,77 19,22 17,53 30,14
P Il 39 7,99 3,75 29,37 5,88
PIV 44 5,85 514 21,50 8,06

! Sobrenadante obtido da precipitagéo etandlica do extrato bruto aquoso autoclavado por 4 h.
2 Amostra do sobrenadante obtido da precipitacdo etanlica a ser submetida a CTA.

Tabela 4 - Efeito dos picos (fracGes agrupadas) do extrato bruto (EB) autoclavado por 4 h de
Saccharomyces cerevisiae, obtidos a partir da cromatografia de troca anidnica, sobre
a severidade da antracnose em cotilédones de pepineiro

Tratamento Concentragao Severidade (%)*
Proteinas AcUcares
totais Experimento 1 Experimento 2
(mg/mL)!  (mg/mL)?
Agua - - 40,10 + 18,75 A 8,44 3,75 A
Pl 0,010 0,552 742+344C 2,11+182B
Pl 0,111 0,447 11,12 £ 9,87 BC 2,72+182B
P I 0,207 0,097 28,28 + 15,32 ABC 5,05+ 3,10 AB
PIV 0,133 0,117 33,19 £ 13,47 AB 5,13 +1,54 AB

! Quantificagéo pelo Método de Bradford.
2 Quantificacéo pelo Método Fenol- Sulfdrico.
Médias + desvio padrdo seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente a 5% pelo teste de Tukey.
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2.2.3.2 Bioensaio in vitro
2.2.3.2.1 Efeito das preparacgdes de S cerevisiae sobre o crescimento micelial, germinacéo de
conidios e formacao de apressorios por C. lagenarium

Nos ensaios in vitro, 0 extrato bruto aquoso autoclavado (4 h), o sobrenadante e o
precipitado (precipitacdo etandlica) ndo inibiram o crescimento micelial de C. lagenarium
quando comparado com o tratamento controle (agua) (Figura 9). Porém, o extrato bruto aquoso
de S. cerevisiae autoclavado (4 h) e o sobrenadante estimularam a germinacdo de esporos e a
formacdo de apressérios por C. lagenarium (Figura 10). Labanca (2002) obteve resultado
semelhante, quando constatou que fragdes obtidas do extrato de S. cerevisiae incorporadas em
meio de cultivo ndo alteraram o crescimento micelial de C. lagenarium, mas estimularam a

esporulacdo do patdgeno.

—— Agua

—8— C. lagenarium

—A— Extrato bruto autoclavado (4h)
—8&— Sobrenadante

—*— Precipitado

Crescimento micelial (cm)

2 Dias 4 6

Figura 9 - Efeito das preparacdes de Saccharomyces cerevisiae no crescimento micelial
de Colletotrichum lagenarium. EB 4 h (extrato bruto aquoso autoclavado
por 4 h). O sobrenadante e o precipitado foram obtidos na precipitacdo
etandlica do extrato bruto autoclavado. Barras representam o desvio padréo
da média
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Figura 10 - Efeito das preparacfes de Saccharomyces cerevisiae na germinacdo de conidios
(A) e na formacdo de apressorios (B) por Colletotrichum lagenarium. Os
tratamentos foram: EB 4 h (extrato bruto aquoso de Saccharomyces cerevisiae
autoclavado por 4 h), sobrenadante, obtido por precipitacdo etandlica do extrato
bruto (EB 4h). Barras representam a média + desvio padrdo. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%

Os seis picos obtidos na CTA (Figura 3) foram utilizados no ensaio in vitro, sendo que 0s
resultados mostraram que o extrato bruto de S. cerevisiae e os picos Il, V e VI estimularam
significativamente a germinagdo dos conidios de C. lagenarium. Enquanto que os picos I, Il e IV
ndo diferiram do tratamento controle (agua) (Figura 11 A). Quanto a formacdo de apressorios o

extrato bruto e os picos Il, V e VI também estimularam a formacdo da estrutura de infeccgéo,
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enquanto que, os picos I, Il e IV ndo apresentaram efeito sobre a formacdo dos apressorios
(Figura 11 B). Os resultados indicam que o extrato bruto e algumas fragdes obtidas na CTA
podem ter servido como fontes de nutrientes favorecendo o desenvolvimento de estruturas
fungicas do patogeno. A levedura € mundialmente conhecida como fonte de proteinas,
polissacarideos, vitaminas do complexo B e minerais essenciais (REED; NAGODAWITHANA,
1991). O efeito estimulador do extrato bruto de S. cerevisiae e fracBes de S. cerevisiae na
germinacdo de esporos e formacdo de apressérios por C. lagenarium e Colletotrichum

sublineoulum também foram observados por Bonaldo e Pascholati (2007).
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Figura 11 - Efeito das preparacOes de Saccharomyces cerevisiae na germinagdo de
conidios (A) e na formacdo de apressorios (B) por Colletotrichum
lagenarium. Os tratamentos foram: EB 4 h (extrato bruto aquoso de S.
cerevisiae autoclavado por 4 h), sobrenadante, obtido por precipitacdo
etandlica do extrato bruto (EB 4h). Barras representam a média + desvio
padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5%
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2.2.3.3 Andlise de monossacarideos de preparagdes de S. cerevisiae

A analise da composicéo de agucares do extrato bruto aquoso de S. cerevisiae autoclavado
revelou a presenca de glicose e manose em maiores propor¢oes, seguidos de arabinose e tracos de
fucose (Figura 12). A composicao de agUcares dos picos | e Il também foi analisada, porém nédo
foi detectada nas amostras a presenca de monossacarideos. Considerando que o processo de
dialise elimina moléculas menores que 12 KDa, os picos | e Il pode conter macromoléculas de

naturezas polissacaridica e protéica.
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Figura 12 - Monossacarideos neutros obtida por analises de HPAEC/PAD do extrato bruto de S.
cerevisiae autoclavado por 4 h

2.3 Consideracdes finais

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que a levedura
comercial S. cerevisiae contém frac6es indutoras de resisténcia conta a antracnose.

Os compostos com atividade eliciadora estdo presentes no extrato bruto autoclavado (4 h),
nas fracOes (sobrenadante e precipitado) obtidas pela precipitacdo etandlica e nos picos | (fracdes
que ndo se ligam a resina DEAE-celulose) e 1l (fragcdes que se ligaram a resina DEAE-celulose)
obtidos pela CTA. Provavelmente, os eliciadores presentes nos picos sejam macromoléculas
principalmente de natureza polissacaridica, termoestaveis, sollveis em d&gua com massa
molecular maior que 12 KDa.

A maior protecdo de plantulas de pepineiro induzidas por preparacdes da levedura S.

cerevisiae ocorreu aos trés dias da inoculagéo por C. lagenarium.
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No bioensaio in vitro, o extrato aquoso autoclavado e as fragcbes de S. cerevisiae nédo
influenciaram o crescimento micelial do patdégeno, porém estimularam a germinacgéo de conidios
e a formacdo de apressorios.

A baixa severidade da antracnose causada por C. lagenarium e a dificuldade da
reprodutibilidade dos resultados dificultaram o avango do processo de purificacdo e

caracterizacdo das fracbes com atividade eliciadora.
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3 AVALIACAO DE AGENTES BIOTICOS (S. cerevisiae e Agro-Mos®) E ABIOTICO
(Bion®) NA INDUCAO DE RESISTENCIA CONTRA INSETO (Tuta absoluta x
TOMATEIRO), NEMATOIDE (Meloidogyne incognita x PEPINEIRO) E
ORGANISMO NAO-ALVO (Bradyrhizobium elkanii x SOJA)

RESUMO

A inducdo de resisténcia € uma ferramenta que vem sendo utilizada na prevencao e controle
de doencas em plantas. Os mecanismos de defesa na planta podem ser ativados por agentes
bidticos e abiodticos. Os objetivos deste trabalho foram avaliar os efeitos de agentes bidticos
(levedura comercial S. cerevisiae e Agro-Mos®) ou abidtico (Bion®) na inducéo de resisténcia em
tomateiro contra o inseto T. absoluta, em pepineiro contra 0 nematdide M. incognita, bem como
verificar o efeito na interacdo simbidtica de soja com B. elkanii. No experimento com o inseto,
plantas de tomateiro foram pulverizadas com o extrato bruto de S. cerevisiae autoclavado, Agro-
Mos® ou Bion®. Apés 4 dias do tratamento, quatro lagartas foram liberadas sobre foliolos de
tomateiros tratados, sendo que a aplicagdo dos agentes ndo interferiu significativamente na
mortalidade de lagartas, no peso de pupas, na duracdo e viabilidade larval e pupal. Para o
experimento com o nematoide, plantulas de pepineiro foram pulverizadas com o extrato bruto
autoclavado de S. cerevisiae ou Bion® em 3 periodos distintos: 4 dias da inoculacdo das plantas
pelo nematdide, no dia da inoculacdo e 4 dias apds a inoculacdo. Apds 45 dias da inoculacdo das
raizes de pepineiro por M. incognita, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
tratamentos para nenhuma das variaveis analisadas, como populagédo final (nimero de ovos e
juvenis), fator de reproducdo e massa da matéria fresca das raizes. Para se avaliar o efeito dos
agentes bioticos e abidtico na indugdo de resisténcia sobre o organismo ndo alvo, raizes de
plantas de soja foram inoculadas com B. elkanii e ap6s 48 h da inoculacdo, cotilédones e o
primeiro par de folhas verdadeiras foram tratados com o extrato bruto autoclavado de S.
cerevisiae, Agro-Mos® ou Bion® Em outro experimento, cotilédones e o primeiro par de folhas
verdadeiras foram tratados com os agentes e apds 48 h, raizes das plantas foram inoculadas com
B. elkanii. Os resultados mostraram que o tratamento com o extrato da levedura, Agro-Mos® e
Bion® ndo afetou a nodulagdo das raizes por B. elkanii, a massa da matéria seca e fresca dos
nodulos, a matéria seca e fresca da parte aérea, como também a altura das plantas. Porém, plantas
de soja tratadas com o extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae exibiram aumento significativo
do teor de nitrogénio na parte aérea. De forma geral, os agentes testados ndo se mostraram
eficientes no controle do inseto e do nematoide, porém, ndo apresentaram efeito negativo na
interacdo simbiotica da soja com o rizébio.
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Evaluation of biotic (S. cerevisiae and Agro-Mos®) and abiotic( Bion®) agents in the
resistance induction against insect (Tuta absoluta x tomato), nematode (Meloidogyne
incognita x cucumber) and non-target organism (Bradyrhizobium elkanii x soybean)

ABSTRACT

The resistance induction is a tool that has been used in the prevention and control of
diseases in plants. The defense mechanisms of the plants can be activated by biotic and abiotic
agents. Thus the objectives of this work were to evaluate the effect of biotic agents (commercial
yeast S. cerevisiae and Agro-Mos®) or abiotic (Bion®) in the induction of resistance in tomato
plants against the insect T. absoluta, in cucumber plants against the nematode M. incognita as
well as to verify the effect of the induction on the symbiotic interaction of soybean and B. elkanii.
In the experiment with the insect, tomato plants were sprayed with the crude autoclaved aqueous
extract of S. cerevisiae, Agro-Mos® or Bion®. After 4 days of the treatment, four caterpillars were
placed onto folioles detached from tomato plants. The results showed that the agents did not
interfere significantly in the larval mortality, pupal weight and length and viability of larval and
pupal stages. For the experiment with the nematode, cucumber plants were sprayed with the
crude extract autoclaved of S. cerevisiae or Bion® in three different times: 4 days before the
inoculation of the plants with the nematodes, in the same day of the inoculation and 4 days after
the inoculation. After 45 days of the inoculation of cucumber roots, there were no significant
differences among the treatments regarding any of the variables analyzed as final population
(number of eggs and juveniles), reproduction factor and the root dry weight. The effects of the
agents on the symbiotic interaction of soybean and rhizobium were investigated too. Roots of
soybean plants were inoculated with B. elkanii and after 48 h the cotyledons and the first pair of
true leaves were treated with the agents (crude autoclaved extract of S. cerevisiae, Agro-Mos® or
Bion®). In another experiment, the cotyledons and the first pair of true leaves were treated with
the agents and after 48 h the roots of soybean plants were inoculated with B. elkanii. The results
showed that the agents did not interfere on the effect on the colonization of soybean roots by B.
elkanii as well as on the vegetative development of the plants. However, it was verified a
significant increase in nitrogen in the stem leaf dry weight of the soybean plants treated with the
crude autoclaved extract of S. cerevisiae. Finally, the tested agents were not efficient in the
control of the insect and the nematode, however, they did not exhibit any negative effect in the
symbiotic interaction of soybean with the rhizobium.
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3.1 Introducgéo

O tomate (Lycopersicon esculentum) é uma das hortali¢as de maior importancia no mundo, sendo
que o Brasil ocupa o oitavo lugar na producdo mundial e o sétimo no processamento (CAMARGO
FILHO, 2001). Os principais estados brasileiros produtores de tomate sdo Goids, S&o Paulo e Minas
Gerais, além de algumas regides do Espirito Santo (CANCADO JUNIOR et al., 2003). Atualmente, o
tomate é considerado uma cultura de alto risco, devido sua alta suscetibilidade ao ataque de pragas e
doencgas (LOOS et al., 2004). Uma das pragas mais importantes da cultura é a traca-do-tomateiro
(Tuta absoluta) (Lepidoptera: Gelechiidae), sendo que o inseto ocorre em todo o ciclo da cultura
atacando folhas, ramos e frutos. O controle da traca tem sido feito, em geral, através de
aplicacdes sucessivas de inseticidas sintéticos. O uso continuo destes produtos é indesejavel por
varios motivos, dentre 0s quais pode-se citar o desenvolvimento de populacdes resistentes do
inseto, 0 aparecimento de novas pragas ou a ressurgéncia de outras, a ocorréncia de
desequilibrios bioldgicos, os efeitos prejudiciais aos inimigos naturais, a0 homem e animais, além
de seu alto custo (BRUNHEROTTO; VENDRAMIM, 2001).

Outro parasita que tem provocado sérios danos as culturas de interesse econémico sao 0s
nematoides, principalmente aqueles formadores das galhas em raizes (género Meloidogyne spp.),
de cistos (Globodera e Heterodera spp.) e os migratorios (Pratylenchus e Radopholus spp.).
Pesquisas tém estimado prejuizos na producdo que chegam até 20% para algumas culturas e em
termos monetarios, as perdas mundiais excedem 100 bilhGes de ddlares anualmente (BIRD;
KALOSHIAN, 2003). Os nematicidas tém sido utilizados no controle destes parasitas de plantas,
porém, recentemente, preocupacdo como a contaminacdo do meio ambiente, a toxicidade aos
seres Vivos, e residuos em alimentos tém causado muitas restricbes ao uso de produtos quimicos
na agricultura (THOMASON, 1987).

Dentre as alternativas ao controle quimico, varias outras técnicas vém sendo estudadas,
como a inducdo de resisténcia em plantas. Considerada uma promissora tecnologia para a
protecdo das espécies vegetais, a inducdo de resisténcia tem por objetivo ativar os mecanismos
latentes de defesa de um hospedeiro vegetal suscetivel ou moderadamente resistente contra o
ataque de patdgenos (PASCHOLATI et al., 2005).

Uma ampla quantidade de substancias de origem bidtica ou ndo biotica, de natureza e
estrutura diversificadas tem demonstrado eliciar varias reacdes de defesa em plantas. Essas

substancias sdo conhecidas como indutores (eliciadores), sdo geralmente inespecificas, pois



64

ativam reacOes de defesa ndo especificas em diferentes espécies vegetais a varios patogenos.
Entretanto, diferencas quanto a eficiéncia dos indutores podem existir.

Outro aspecto da inducdo de resisténcia € seu efeito sobre organismos benéficos. Na
resisténcia, alteragdes metabolicas ocorrem nas plantas, quando estas reconhecem o eliciador e
inicia-se a ativacdo de mecanismos de defesa, como a sintese de metabdlitos secundarios,
alteracdes fisiologicas, fortalecimento da parede celular com a deposicao de lignina, producdo de
quitinases e glucanases e a imediata producdo de espécies ativas de oxigénio (RADMAN et al.,
2003). Neste contexto, relagBes benéficas entre plantas e organismos podem ser prejudicadas.
Estas relacdes envolvem fungos simbiontes, rizObios, bactérias promotoras de crescimento,
inimigos naturais de predadores ou parasitas de herbivoros e polinizadores (KUHN et al., 2006).

Ha poucos trabalhos na literatura investigando o efeito negativo da aplicacdo de agentes
indutores em plantas na colonizagdo por microssimbiontes. Dada a importancia das simbioses
mutualisticas para leguminosas de relevancia econdmica, tal efeito ndo é desejavel. As
leguminosas como soja geram grande interesse pelo fato de serem cultivadas na auséncia de
adubac&o nitrogenada, pois 0 processo de fixagdo de nitrogénio atmosférico ocorre em funcéo da
associacao simbidtica entre bactérias do solo e as leguminosas. Assim, 0 nitrogénio necessario
para o desenvolvimento da soja podera ser fornecido eficientemente através da simbiose com
bactérias do género Bradyrhizobium (KUYKENDALL; SAXENA; DEVINE, 1992). Do ponto de
vista econdémico, o processo de fixagdo de nitrogénio permite que o cultivo da soja no pais atinja
alta produtividade sem a aplicacdo de produtos nitrogenados no solo, resultando na economia de
bilhdes de ddlares por safra em fertilizantes (DOBEREINER, 1997).

Em vista do exposto, esta linha de investigacdo na inducdo de resisténcia proporcionara
novas informagdes sobre o custo e beneficio da defesa das plantas e sera potencialmente usada
para 0 desenvolvimento de novas estratégias para a prote¢do das culturas (PIETERSE; DICKE,
2007). Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de alguns agentes bioticos (S.
cerevisae e Agro-Mos ®) e abiético (Bion®) na inducdo de resisténcia em tomateiro contra T.
absoluta, em pepineiro contra M. incognita e na interacdo simbidtica da soja com

Bradyrhizobium elkanii.
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3.2 Desenvolvimento
3.2.1 Revisao bibliografica
3.2.1.1 Indutores de resisténcia

As plantas possuem mecanismos de defesa que podem ser ativados local e sistematicamente
tornando-se mais resistentes contra patdgenos por meio do tratamento com indutores de
resisténcia. O agente indutor é qualquer composto ou fator capaz de ativar mecanismos de defesa
da planta. Um indutor de resisténcia contém uma ou mais moléculas responsaveis diretamente
pela ativacdo da defesa, sendo que essas moléculas sdo denominadas eliciadores (BONALDO;
PASCHOLATI; ROMEIRO; 2005).

Os indutores de RSI variam muito e podem incluir fungos, bactérias, virus, nematdides,
insetos, metabdlitos e produtos de patégenos ou ndo patdgenos, polimeros organicos e
inorganicos (KUC, 2001).

Os eliciadores podem ser agrupados de acordo com sua origem, em bi6ticos e abidticos. Os
eliciadores bioticos sdo divididos em exdgeno (moléculas ou fragmentos de parede celular de
microrganismos patogénicos ou nao patogénicos ou compostos isolados do meio de cultivo do
microrganismo) e enddgeno (moléculas liberadas da planta) como por exemplo,
oligogalacturonideos ou outros oligdmeros de parede celular. Por sua vez, os abidticos incluem
agentes fisicos (temperatura, radiacbes UV e gama) e quimicos como moléculas organicas
sintetizadas como o acibenzolar-S-metil, acido salicilico, &cido jasmonico, etileno, ions
metalicos, alguns antibidticos e fungicidas. Esta classificacdo se sobrepde a medida que as
substancias de origem bioldgica estdo sendo sintetizadas em condi¢bes de laboratorio
(RESENDE et al., 2007).

Compostos como o acibenzolar-S-metil, comercializado no mercado sob as marcas Bion®
na Europa e Actigarg® nos EUA, elicia respostas de defesa em uma variedade de espécies
vegetais contra varios patdgenos (fungos, bactérias e virus) e em alguns nematdides e insetos
(INBAR et al., 2001). Outro produto que tem demonstrado eficiéncia no controle de doengas € o
Agro-Mos® produto comercial & base de mananoligossacarideo fosforilado da parede celular da
levedura S. cerevisiae, desenvolvido pela Improcrop do Brasil, uma subsidiaria da Alltech
Biotechnology. Em um estudo testando produtos que atuassem como indutores de resisténcia na

protecdo de mamdes contra podriddes pés-colheita foi verificado que a aplicacdo de Agro-Mos®
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reduziu a incidéncia de antracnose em torno de 70 %, no entanto, o produto néo foi eficiente no
controle da podriddo causada por Lasiodiplodia (DANTAS et al., 2004).

3.2.1.2 Mecanismos envolvidos na resisténcia de plantas a nematoides e insetos

Os nematodides parasitas de plantas, embora representem uma pequena minoria de espécies
dentro do filo Nematoda, recebem ampla atencédo, principalmente por serem considerados fator
limitante na producdo agricola em culturas como batata, beterraba, cereais, soja e tomate
(BAKKER et al., 2006).

A inducdo de resisténcia em plantas contra fitonematodide pode variar de acordo com a
espécie e o estado nutricional da planta hospedeira, do tipo de indutor e patégeno envolvido.
Embora haja poucos trabalhos que relatam a eficacia da indugéo de resisténcia em plantas contra
fitonematoides, acredita-se que no contexto da preservacdo do meio ambiente, a inducdo de
resisténcia em plantas pode ser incluida em programas de manejo integrado contra nematoides,
reduzindo assim o uso de nematicidas (SALGADO; SILVA, 2005).

Os hormonios de plantas como o &cido jasménico e o etileno tém um papel fundamental na
sinalizacdo da expressdo de defesas em plantas Alguns genes de defesa estdo sob o controle da
rota do jasmonato, como aqueles que codificam para inibidores de proteinases (IPs), proteinas
cruciais para impedir a alimentacdo e o desenvolvimento do nematdide (GHEYSEN; FENOLL,
2002).

Duas principais respostas de resisténcia tém sido estudadas, baseadas em observac6es
microscopicas de varias interacdes incompativeis entre nematdides e plantas. O primeiro tipo é
caracterizado por uma rapida reacdo de hipersensibilidade resultando em necrose no sitio de
alimentacdo, que ocorre alguns dias apds a infeccdo, enquanto que o segundo tipo bloqueia o
desenvolvimento de células nutridoras em um estagio mais recente do processo de infecgéo pelo
nematoide. A reacdo de hipersensibilidade € um mecanismo de defesa que ocorre contra ampla
variedade de patdgenos, incluindo nematoides endoparasitas, sendo caracterizada pela explosao
oxidativa resultante da producdo de espécies ativas de oxigénio, como o peroxido de hidrogénio
(H20,), radical superoxido (O;" ) e acumulo de fenilpropandides (BAKKER et al., 2006). A
ativacdo de rotas metabolicas envolvidas na biossintese de fitoalexinas, deposi¢do de calose e/ou

lignina e acumulo de compostos fendlicos sdo algumas respostas de defesa das plantas contra
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fitonematoides. Outros mecanismos tém sido relatados na resisténcia de plantas a nematoides,
como aumento da atividade de enzimas como fenilalanina aménia-liase (FAL), acumulo de
peroxidases, polifenoloxidases, superoxido dismutase, quitinases e inibidores de proteinases
(SALGADQO; SILVA, 2005).

A resisténcia induzida a insetos esta geralmente associada a via do octadecanoide
(biossintese do acido jasmonico) que leva a producdo de inibidores de proteinase e metabdlitos
secundarios, como compostos fendlicos, terpenos, alcaldides, glucosinolatos, hidrocarbonos e
glicosideos cianogénicos (INBAR et al., 2001). Porém, outras vias podem ser acionadas na
respostas de defesas das plantas ao ataque de insetos. Por exemplo, insetos sugadores como 0s
afideos sdo conhecidos por eliciar defesas de plantas reguladas pela via do acido shiquimico
(&cido salicilico), enquanto que lagartas mastigadoras de folhas, eliciam respostas reguladas pela
via do acido jasmonico (POELMAN; VAN LOON; DICKE, 2008).

3.2.1.3 Inducdo de resisténcia em plantas e efeitos sobre intera¢Ges simbiodticas com

microrganismos

A resisténcia induzida é uma forma ndo especifica de resisténcia em plantas que pode ser
ativada por indutores (eliciadores) contra véarias espécies de patdgenos. A producdo de compostos
toxicos pela planta com a finalidade de barrar o agente agressor poder causar danos ao tecido e
conseqliente reducdo da produtividade. Apds o reconhecimento das moléculas eliciadoras, a
planta aciona rotas de sinalizagcdo que levardo a expressao de varios mecanismos de defesa, como
a sintese de fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese (Proteinas - RP) e alteracfes na
composicdo da parede celular vegetal, que estdo associadas com a RSI ou com a RSA contra
patégenos (WALTERS; HEIL, 2007). A expressao de respostas de defesa pode causar um custo
ecologico ao interferir nas interacbes mutualisticas entre plantas e simbiontes (KUHN et al.,
2006).

Os custos ecoldgicos sdo uma caracteristica da inducdo de resisténcia que pode resultar em
efeitos negativos nas interacdes mutualisticas de plantas com outros organismos. Assim, na
simbiose de leguminosas-Rhizobium, varios estudos tem mostrado que a aplicacdo de &cido
salicilico resultou em efeito negativo na formacéo e/ou funcionamento dos nédulos em raizes de

leguminosas (WALTERS; HEIL, 2007). Resultados similares foram obtidos por Ramanujam et
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al. (1998), os quais verificaram que o tratamento com o AS em Vigna mungo reduziu a nodulacéao
e a atividade fixadora de nitrogénio. Em experimentos com plantas de soja foi observado que a
aplicacdo exdgena de AS, na concentracdo de 5 mM, reduziu o ndmero, a matéria seca de
nodulos de raizes e o crescimento das plantas (LION et al., 2000).

Outros estudos tém mostrado efeitos inibitdrios no desenvolvimento e na atividade de
nodulos de raizes em plantas tratadas com indutores quimicos. Apos seis semanas do tratamento
com Bion®, plantas de Vicia faba apresentaram nédulos menores e em menor quantidade que
aquelas ndo tratadas (HEIL, 2001). Resultados contraditérios foram obtidos por Sonnemann,
Finkhaeuser e Wolters (2002), os quais verificaram o efeito da resisténcia induzida por Bion® em
plantas de cevada e na biota do solo. Os autores relataram que o tratamento com o indutor nédo
alterou a composicao da biota do solo, como também néo influenciou a infeccdo de raizes das
plantas por fungos micorrizicos. Entretando, o Bion® reduziu significativamente o crescimento
das raizes e aumentou a infec¢do das mesmas pelo nematoide parasita Pratylenchus. Segundos 0s
autores, as plantas respondem a inducéo de resisténcia de varias formas: alteracdes na fisiologia e
morfologia da raiz, alocagéo de carbono e exsudacéo radicular. A exudagéo radicular constitui em
importante fonte de carbono para a microbiota e macrobiota do solo e pode ser significativo na
atuacdo da microbiota decompositora. A exudacdo radicular pode influenciar diretamente
organismos simbiontes, parasitas, saprofitos e fitopatogenos rizosféricos.

Alguns efeitos negativos da defesa podem afetar relagdes mutualisticas entre planta e
microrganismos. Por exemplo, fatores nod (fatores que permitem a bactéria Rhizobium
leguminosarum infectar raizes das plantas) contém uma cadeia de quitina, a qual pode ser
hidrolisada por quitinases, sintetizadas pela planta hospedeira, interferindo assim na infeccao pelo
rizbio (OLDROYD, 2001). A expressao de -1,3 glucanase interferiu na colonizag¢do do fungo
micorrizico arbuscular Glomus mosseae em raizes de plantas de fumo (VIERHEILIG et al.,
1994).

3.2.1.4 A traga-do-tomateiro
O traca-do-tomateiro (Tuta absoluta) (Meyrick) € um microlepiddptero que ocorre em toda

América do Sul, incluindo Venezuela, Colémbia, Chile, Bolivia, Argentina, Peru, Uruguai e
Brasil (BRUNHEROTTO; VENDRAMIM, 2001). E considerada, atualmente, uma das principais
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pragas da cultura do tomateiro no Brasil, devido a alta incidéncia da praga em areas de cultivo,
podendo causar perdas de 25% a 50% dos frutos (VILLAS BOAS; CASTELO BRANCO;
MEDEIRQOS, 2005).

A biologia de T. absoluta caracteriza-se por um ciclo com 40 dias aproximadamente, o qual
pode variar de acordo com as condi¢cdes ambientais a que o inseto é submetido. A traca apresenta
comportamento crepuscular-noturnos-aurorais, permanecendo na face inferior das folhas da
plantas de tomateiro durante o dia. A postura dos ovos pode ocorrer em folhas, hastes ou frutos,
sendo que o0s ovos apresentam coloragdo branco-brilhantes ou amarelo-claros, tornando-se
avermelhados ou marrons proximos a eclosdo da lagarta (SILVA; CARVALHO, 2004).

Os adultos sdo pequenas mariposas de coloracdo cinza prateada com aproximadamente 1
cm de comprimento. As lagartas de 1° instar sdo verde-claras, possuem a cabeca maior do que o
corpo, enquanto que lagartas dos instares posteriores apresentam coloragdo verde, intensificada a
medida que as lagartas crescem. A pré-pupa apresenta cor verde-escura e uma faixa longitudinal
dorsal rosea a avermelhada e mede aproximadamente 9 mm de comprimento. As pupas
apresentam colora¢do marrom-amarelada (SILVA; CARVALHO, 2004).

Os danos sdo ocasionados durante todo ciclo da cultura do tomateiro e atingem folhas,
brotagdes, flores, hastes e fruto. As lagartas formam galerias irregulares (minas) nas folhas e se
alimentam destas. Ao final do ciclo das lagartas, é possivel observar nas folhas locais
transparentes, 0s quais consistem apenas em epidermes. Os frutos danificados ficam improprios
para a comercializagdo, além disso, aberturas deixadas pelos insetos facilitam a entrada e a
infecgéo por patdgenos (VILLAS BOAS; CASTELO BRANCO; MEDEIROS, 2005).

O controle quimico é uma das praticas mais empregada pelos agricultores, sendo que em
algumas regides chegam a fazer duas a trés aplicacfes semanais. Estudos indicam que o uso
constante de inseticidas pode favorecer a selecdo de populagBes de insetos resistentes. Além
disso, a aplicacéo de inseticidas ndo € suficiente para eliminar toda populacdo de inseto presente
na lavoura (CASTELO BRANCO et al., 2001). Segundo Villas Boas, Castelo Branco e Medeiros
(2005), o controle de pragas é um processo complexo e ndo pode ser utilizado um Unico método,
e sim, pelo manejo integrado que envolve medidas de controle cultural, bioldgico e quimico,

quando necessario.
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3.2.1.5 Meloidogyne incognita

Os nematoides formadores de galhas (género Meloidogyne) constituem o grupo de parasitas
de plantas, considerados mundialmente, de maior importancia econdémica, atacando mais de 2000
espécies de plantas causando elevados danos a agricultura. Estes parasitas estdo amplamente
distribuidos, principalmente nos paises tropicais, apresentando uma extensa gama de hospedeiros,
além disso, estdo entre os principais patdgenos de plantas responsaveis por afetar a producéo
mundial de alimentos (HUSSEY; JANSSEN, 2002).

Dentre as espécies de Meloidogyne, consideradas importantes economicamente, encontram-
se M. incognita, M javanica, M. arenaria e M. hapla, as quais sdo responsaveis por 95 % da
infestacdo em areas cultivadas. Estas espécies atacam culturas de grande importancia como
pimentdo, tomate, pepino, beterraba, repolho, brdcolis, salsa, abdbora, goiaba, fumo e café
(SIKORA; FERNANDEZ, 2005).

Os nematdides formadores das galhas s@o endoparasitas sedentarios e biotroficos altamente
evoluidos que possuem uma relacdo alimentar complexa com seu hospedeiro. Em Meloidogyne,
larvas juvenis de segundo estadio (J2) eclodem dos ovos, migram no solo em busca de raizes de
uma planta hospedeira. Apds infectar as mesmas, 0s juvenis migram intercelularmente em tecidos
corticais da regido da raiz, diferenciando a célula da raiz em célula com funcdo de nutrir o
parasita ao longo de seu ciclo de vida. Desta forma, os juvenis induzem a formacao de um sitio
permanente de alimentacdo. Plantas severamente infectadas por Meloidogyne apresentam o
sistema radicular reduzido e o sistema vascular completamente desorganizado, prejudicando a
absorcéo e o transporte de agua e nutrientes.

Uma vez que fitonematoides sejam introduzidos em uma area, é praticamente impossivel
erradica-los completamente, pois seus ovos permanecem vidveis por longos anos no solo. Assim,
0 emprego de medidas adequadas de controle pode favorecer a reducdo da populacdo de
fitonematoides e a manutencdo dos mesmos em niveis baixos. Alguns métodos de controle
empregados em areas infestadas com nematoides incluem, entre outros métodos, a rotacdo de
culturas, destruicdo de plantas infectadas, plantas antagonistas, controle biolégico, variedades
resistentes e controle quimico. O uso de nematicidas, no controle quimico, vem sofrendo
restricbes em alguns paises, pois possui varios inconvenientes como a alta toxicidade, elevado

custo, persisténcia no solo, contaminagdo de &guas subterrneas, amplo espectro de ac¢éo sobre
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organismos benéficos do solo e aparecimento de populagdes de nematoides mais resistentes
(HUSSEY; JANSSEN, 2002).

3.2.1.6 Rizobios e interac¢des simbidticas com leguminosas

Em sistemas simbidticos fixadores de nitrogénio atmosférico, bactérias do solo gram-
negativas do género Rhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium e Azorhizobium
conhecidas como rizobio, podem estabelecer interacdes simbidticas com plantas da familia
Leguminosae (Fabaceae). Durante a simbiose, os nodulos sdo formados em raizes de
leguminosas, nos quais bactérias diferenciadas fixam o nitrogénio atmosférico que é
posteriormente transformado em aménia, sendo convertido em amidas e ureidos. Em troca, a
planta fornece a bactéria fotoassimilados, principalmente sacarose (CORDEIRO, 2004).

A associacdo simbidtica entre rizobio- leguminosa € baseada em uma intensa troca de sinais
entre ambas as partes e em um alto nivel de especificidade da planta hospedeira. Muitos
compostos estdo envolvidos nessa etapa de reconhecimento e aderéncia, uma vez que para a
nodulacdo ocorrer, a planta precisa ser suscetivel e compativel com o tipo de rizébio. Plantas
leguminosas excretam flavondides que interagem com uma ou mais proteinas regulatorias Nod D
da bactéria para induzir a expressao de genes responsaveis pela nodulacdo, como também a
ativacdo de enzimas envolvidas na produgdo e secrecdo de moléculas sinais (lipo-
oligossacarideos), as quais sdo responsaveis para a formacao dos ndédulos (VAN SPRONSEN et
al., 2003).

O rizobio nativo ou introduzido no solo, por meio de inoculacdo necessita multiplicar
proximo a raiz, a qual exuda alto nivel de nutrientes (agUcares, aminoacidos, varios &cidos
dicarboxilicos e compostos aromaticos), sendo que muito deles, atuam como atrativo para a
bactéria (GARD; GEETANJALI, 2007). Apenas a presenca da bactéria na rizosfera da
leguminosa pode induzir a formacdo de estrutura nodular sem a entrada dos microrganismos,
sugerindo que a mesma produz um sinal que desencadeia a multiplicacdo de células corticais
(CORDEIRO, 2004).

A penetracdo ou infecgdo radicular da bactéria pode ocorrer de trés formas: através do pélo
radicular com a formacédo de uma estrutura tubular (corrente de infec¢do), pela epiderme intacta e

por rupturas da epiderme e do cortex provocadas pelas raizes laterais ou ferimentos.
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Em plantas de soja (Glycine max), as bactérias produzem enzimas que degradam parte da
parede celular, sofrendo uma invaginacdo, iniciando a producdo de uma estrutura tubular
(corrente de infeccdo), no interior da qual as bactérias sdo conduzidas até as células corticais
jovens, e estas se dividem. Apds serem liberadas da corrente de infec¢do, as bactérias sofrem
transformacdes morfoldgicas e fisioldgicas, passando a ser denominadas de bacterodides, 0s quais
sdo responsaveis pelo processo de fixacdo (TAIZ; ZIEGER, 2004).

Para que ocorra a fixacdo bioldgica de nitrogénio € necessario que a nitrogenase, enzima
que catalisa as reacbes N, a NH3; se encontre em condigdes anaerdbicas. Para isso, proteinas
associadas ao processo de fixacdo, como a leg-hemoglobina, presente nos nédulos de
leguminosas, tem como fungdo suprir o simbionte com o O, necessario a sua respiracdo e, ao
mesmo tempo impedir a inativacdo da nitrogenase pelo gas. Caracteristicas estruturais do nédulo,
especialmente ligadas ao cortex, como endoderme, fibras, esclereides, e inclusbes de
glicoproteinas nos espacos intercelulares, regulando o suprimento de O,, também desempenham
papel importante na protecdo da nitrogenase (TAIZ; ZIEGER, 2004).

A leg-hemoglonina é composta por um grupo heme (semelhante a hemoglobina presente no
sangue de mamiferos) ligada a um grupo protéico correspondente a globina e é encontrada no
citossol. Os nodulos de leguminosas em atividade fixadora apresentam coloracdo rosada ou
avermelhada pela presenca de altas concentra¢@es de leg-hemoglobina (700 uM em nédulos de
soja) (TAIZ; ZIEGER, 2004).

No processo de fixacdo, a tripla ligacdo que existe entre os &tomos de nitrogénio é rompida
e cada um se liga a trés &tomos de hidrogénio, utilizando energia despendida pelo ATP. A fixacao

bioldgica do nitrogénio se d& segundo a reacao:
nitrogenase

N+ 8H+ 8% 16 ATP — > 2NH; + H,+ 16 ADP +16 Pi

A amonia formada é imediatamente protonada (H" ), convertendo-se assim em aménio ou
fon amonical (NH;") que € utilizada na producdo de amidas ou ureides.

Nas plantas, o nitrogénio é componente responsadvel por varias reacdes e faz parte da
estrutura da clorofila, enzimas e proteinas. Por ser elemento essencial seu balanco afeta a
formacdo de raizes, a fotossintese, a producdo e a translocacdo de fotoassimilados e a taxa de

crescimento entre folhas e raizes, sendo o crescimento foliar afetado primeiramente. A
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consequéncia é a diminuicdo do crescimento das plantas e da produtividade (TAIZ; ZIEGER,
2004).

3.2.2 Material e métodos

3.2.2.1 Preparacdo dos agentes bioticos e abidtico

Para a preparacdo do extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae, 200 g do fermento
comercial Fleischmann® foram dissolvidos em 1 L de 4gua destilada e autoclavados em 4 etapas,
totalizando 1 h cada. Em seguida, a preparacao foi centrifugada a 15.000g por 30 mina 4 °Ceo
sobrenadante obtido foi considerado como extrato bruto autoclavado. O Agro-Mos® foi

preparado na concentracdo de 2 mL/L e o Bion® na dosagem de 0,005g/100 mL.

3.2.2.2 Experimento com inseto
3.2.2.2.1 Efeito do extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae, Agro-Mos® e Bion® sobre T.
absoluta (traca-do-tomateiro)

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Resisténcia de Plantas a Insetos e Plantas
Inseticidas, coordenado pelo Prof. Dr. José Djair Vendramim, no Departamento de Entomologia,
Fitopatologia e Zoologia Agricola da ESALQ/USP.

Sementes de tomateiro (Solanum lycopersicum) cv. Santa Clara foram semeadas em vasos
contendo substrato Plantimax® e mantidas em condicdes de casa de vegetacdo. Apés 30 dias, as
plantas foram pulverizadas com extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae, Agro-Mos®, Bion® ou
agua destilada (plantas controle). Cada vaso foi constituido por duas plantas sendo que cada
tratamento foi constituido por seis vasos, os quais colocados em sala climatizada com
temperatura de 25 °C e 14 h de fotofase.

Aos quatro dias do tratamento foliar com os indutores, um foliolo de cada tratamento foi
destacado do tomateiro e colocado individualmente em placa de Petri (6 cm de didmetro) e os
peciolos foram envolvidos por algoddo umedecido. Em cada foliolo foram liberadas 4 lagartas
recém-eclodidas. Cada tratamento foi constituido de 4 repeticGes, sendo cada repeticdo composta
por 5 placas (20 lagartas), considerando 4 repeticdes em um total de 80 individuos liberados por

tratamento. Apds a liberacdo das lagartas, as unidades experimentais (placas) foram colocadas em
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sala climatizada (temperatura de 25+2°C, UR de 70+10% e 14 h de fotofase). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado e a mortalidade de lagartas foi observada a cada 2 dias.
Também foram avaliados ao longo da conducdo do experimento parametros relacionados ao peso

de pupas e ciclo bioldgico que incluiu duracdo e viabilidade larval e pupal.

3.2.2.3 Experimento com nematoide

3.2.2.3.1 Obtencéo e inoculacéo de ovos e juvenis de M. incognita em pléntulas de pepineiro

Sementes de pepineiro cv. Caipira Verde foram semeadas em bandejas contendo o
substrato Plantmax. Apds 7 dias da semeadura, as plantulas foram transferidas para copos de
plastico com volume de 500 mL contendo uma mistura de solo, areia e matéria organica
autoclavados.

Ovos e juvenis de M. incognita (Kofoid and White) foram obtidos de raizes de plantas de
sorgo. Os ovos foram extraidos pelo método de Boneti e Ferraz (1981), sendo as raizes trituradas
em liquidificador com hipoclorito de sodio 0,5 % por 30 segundos. A suspensdo de ovos
resultante foi utilizada para inoculagéo, a qual foi feita pela pipetagem de 1 mL da suspensdo,
contendo 1000 ovos, colocada em furos de cerca de 2 e 4 cm de profundidade ao lado da raiz de
cada plantula de pepineiro. O experimento foi instalado em delineamento inteiramente

casualizado e mantido em casa de vegetacédo, sob condigdo ambiental.

3.2.2.3.2 Efeito do extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae e Bion® na multiplicacdo de M.

incognita em plantulas de pepineiro

Para o tratamento com os indutores, cotilédones das plantulas foram pulverizados com
extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae e Bion® em trés periodos distintos: 4 dias antes da
inoculacdo das plantulas com os nematoides, no dia da inoculagdo e 4 dias apos a inoculagdo. As
plantulas controle foram pulverizadas com agua destilada. Empregaram-se 12 repeticdes por
tratamento e cada repeticéo foi representada por uma planta por copo.

Aos 45 dias da inoculacgdo, as raizes das plantas foram lavadas, secas em papel de filtro
para obter a massa da matéria fresca. Em seguida, os nematdides foram extraidos das raizes pelo
método descrito por Bonetti e Ferraz (1981), sendo que o fator de multiplicacdo foi obtido pela

razdo da populacéo final (Pf) pela populacéo inicial (Pi).
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3.2.2.4 Experimento com rizobio
3.2.2.4.1 Origem, manutencdo e multiplicacdo do in6culo

A estirpe SMS 463 de Bradyrhizobium elkanii foi cedida pelo Prof. Dr. Ladaslav Sodek do
Instituto de Biologia da Unicamp. A manutencdo (meio inclinado) e a multiplicagdo (meio
liquido) da bactéria foram realizadas em meio de cultura de Norris e Date (1976), pH 6,8-7,0,
formulado com os seguintes sais e respectivas concentragdes: KoHPO, (0,5 g L), MgS0,4.7H,0
(0,8 g L), NaCl (0,1 g L™), FeCl3.6H,0 (0,01 g L™), extrato de levedura (0,8 g L™), manitol
(10,0 g L) e 5 mL L™ de azul de bromotimol a 0,5 % (p/v) em metanol. O meio inclinado
(s6lido) foi obtido adicionando-se 15 g L™ de agar ao meio liquido. Apés autoclavados (a 121 °C
por 20 min) e resfriados, 0os meios foram inoculados em cadmara de fluxo laminar e incubados a
28-30 °C no escuro. Apds o crescimento das bactérias foi adicionada vaselina liquida (Labsynth),
previamente autoclavada, cobrindo todo o meio de cultura so6lido, e os tubos de ensaio
armazenados sob temperatura de 4-6 °C. O meio liquido, apos ter sido inoculado, foi incubado
sob agitaco, por cinco dias quando a suspensdo de bactérias atingiu cerca de 10° ufc mL™. Para a
inoculagdo, raizes de plantas de pepineiro foram imersas em meio liquido contendo a cultura

bacteriana.
3.2.2.4.2 Material vegetal e condic6es de cultivo

Sementes de soja [(Glycine max (L.) Merril)] cv. IAC-17, cedidas pelo Prof Dr. Ladaslav
Sodek foram semeadas em bandejas plasticas contendo vermiculita como substrato e mantidas
em condicdes de casa de vegetacdo. A vermiculita foi lavada em agua corrente durante 1 h antes
de ser utilizada para o cultivo da soja. Nove dias apds a semeadura, as plantulas foram
selecionadas e transferidas para vasos de 3 L contendo vermiculita, os quais formaram mantidos

em condigdes de casa-de-vegetacao.

3.2.2.4.3 Solucbes nutritivas

As plantas foram nutridas com solucéo preparada segundo Hoagland e Arnon (1950), sem
nitrogénio mineral, colocando-se duas vezes por semana 200 ou 250 mL de solucdo por vaso. A
solucdo foi preparada com os seguintes componentes: MgSO,.7H,0 (2 mM); KH,PO4 (1 mM);
CaS0,4.2H,0 (2 mM), K,SO4 (2 mM); H3BO3; (0,046 mM); MnCl,.4H,0 (9,1 mM); ZnS0,4.7H,0
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(0,765 mM); CuSQO,4.5H,0 (0,32 m M); H,Mo0QO, (0,56 m M). Outra solugdo com micronutrientes
também foi preparada para ser adicionada em vasos com as plantas, sendo que a mesma foi
constituida de uma solucdo de Fe-EDTA 1000 vezes concentrada, contendo Na,-EDTA (33,29 L
1), FeS04.7H,0 (25 g L™) e NaOH (3,65 g L™).

3.2.2.4.4 Preparacao dos agentes bioticos e abidtico

Para a preparacdo do extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae, 200 g do fermento
comercial Fleischmann® foram dissolvidos em 1 L de 4gua destilada e autoclavados em 4 etapas,
com duracfes de 1 h cada. Em seguida, a preparacédo foi centrifugada a 15.000g por 30 min a 4
°C e o sobrenadante obtido foi considerado como extrato bruto autoclavado. O Agro-Mos® foi
preparado na concentracdo de 2 mL/L, o Bion® na concentracdo de 0,0059/100 mL e &gua
destilada foi aspergida nas plantas controle.

3.2.2.4.5 Efeito do extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae, Agro-mos® e Bion® sobre a

nodulacéo de plantas de soja por B. elkanii

Dois experimentos foram conduzidos para se avaliar o efeito de Bion®, Agro-Mos® e do
extrato bruto autoclavado S. cerevisiae na nodulacdo e no desenvolvimento vegetativo de plantas
de soja inoculadas com B. elkanii. Em um experimento, ao 9° dia apds a semeadura, raizes de
plantulas de soja foram inoculadas por B. elkanii e ap0s 48 h da inoculagdo, as plantulas tiveram
os cotilédones e o primeiro par de folhas verdadeiras pulverizados com o0s agentes. Em outro
experimento, ao 9° dia ap6s a semeadura, os cotilédones e o primeiro par de folhas verdadeiras de
plantulas foram pulverizados com os agentes e ap6s 48 h do tratamento, as raizes das plantulas

foram inoculadas com B. elkanii.

3.2.2.4.6 Coleta do material vegetal e parametros avaliados

A coleta do material vegetal foi realizada aos 46 dias ap0s a semeadura, sendo que 0s

seguintes parametros foram avaliados:
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Nodulo: Os nodulos foram destacados do sistema radicular da planta, sendo em seguida, contados
e pesados em balanca analitica. Para se determinar a matéria seca, 0s nédulos permaneceram em
estufa ventilada, a 55 °C, até massa constante.

Planta: Foi determinada a altura da planta medindo-se a distancia vertical entre o nd cotiledonar
até a insercdo do trifélio do Gltimo n6 vegetativo visivel na haste principal da planta. Procedeu-se
também a determinacdo das matérias fresca e seca da parte aérea e matéria seca do sistema
radicular. Para a obtencdo da matéria seca, as plantas permaneceram em estufa ventilada, a 55 °C,

até massa constante.

3.2.2.4.7 Dosagem do teor de nitrogénio da parte aérea, raiz e nédulos das plantas de soja

O teor de nitrogénio da parte aérea, raiz e nodulo foi determinado pelo método
microkjeldahl (Yasuhara; Nokihara, 2001).

3.2.2.4.8 Delineamento experimental e analise estatistica

Os experimentos realizados foram dispostos em delineamento experimental inteiramente
casualizado, com 6 repeticbes, onde cada vaso, contendo duas plantas compds a unidade
experimental. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e comparados pelo teste

Tukey ao nivel de 5% de significancia, utilizando-se o programa estatistico ESTAT.

3.2.3 Resultados e discussao
3.2.3.1 Efeito do extrato bruto autoclavado de S. cerevisae , Agro-Mos® e Bion® na traca-

do-tomateiro (T. absoluta)

A aplicagdo do extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae, Agro-Mos® e Bion® néo alterou
significativamente nenhuma das variaveis analisadas, como mortalidade de lagartas, peso das
pupas, duracdo e viabilidade larval e pupal de T. absoluta (Tabelas 1 e 2). A auséncia de efeito
protetor de tomateiros pulverizados com os agentes contra T. absoluta pode ser explicado pela

possivel ativacdo de uma rota de sinalizacdo independente da via do acido salicilico, pois
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pesquisas na literatura demonstram que a expressao de defesas induzidas por S. cerevisae e pelo
indutor quimico Bion® é dependente da via do 4cido salicilico.

Sob tal aspecto, Raacke et al. (2006) investigaram a atividade eliciadora de suspenséo de
células autoclavadas de S. cerevisiae, obtidas de fermento comercial, em plantas de Arabidopsis
mutantes para salicilato, jasmonato e camalexina (fitoalexina) contra fitopatdgenos como
Pseudomonas syringae e Botritys cinerea. No caso de P. syringae, nenhuma protecdo foi
detectada em mutantes para salicilato, enquanto que os mutantes em jasmonato e na biossintese
de camalexina foram protegidos pela atividade eliciadora da levedura, indicando que esta via ndo
contribuia para a protecdo induzida pela levedura. Por sua vez, a suspensdo de celulas
autoclavadas da levedura reduziu os sintomas de B. cinerea para todos os mutantes testados. Os
autores concluiram que a prote¢do induzida pela levedura contra P. syringae era dependente da
via do acido salicilico, enquanto que a inducdo de resisténcia contra o fungo fitopatogénico nao
estava associada a rota de sinalizagdo do &cido salicilico, jasmonico e da camalexina.

Neste contexto, Bion® é um composto sintético com funcdo semelhante as do &cido
salicilico. No entanto, as vias de sinaliza¢do de resisténcia induzida a patdgenos ainda ndo estdo
completamente elucidadas e tém surgido indicios de possiveis conexdes entre essas vias e as de
resisténcia a insetos (VENDRAMIM; FRANCA, 2005). Doares et al. (1995) verificaram que o
acido salicilico e o acido acetilsalicilico inibiram a sintese de inibidores de proteinases em
tomateiro, blogueando a expressdo de genes da via de biossintese do acido jasmonico. Ha
evidéncias indicando que o &cido salicilico esta envolvido em mudltiplas vias de defesa, as quais
podem interagir com o &acido jasmonico e etileno (sinergisticamente ou antagonicamente) ou
ativar independentemente uma resposta induzida (PIETERSE; VAN LOON, 1999).

A aplicacdo de Bion® em tomateiros ndo influenciou no crescimento de lagartas de
diferentes instares. O indutor induziu resisténcia contra patégenos, mas diminuiu a expressao do
gene PINII, que é ativado pela via de biossintese do acido jasmonico e cujo produto € um inibidor
de proteinase, 0 que levou a um aumento na suscetibilidade da planta a insetos mastigadores de
folhas (FIDANTSEF et al., 1999).

Em outro experimento, plantas de algodao induzidas ou ndo por Bion® foram infestadas por
mosca-branca (Bemisia tababi) e Helicoverpa armigera. O tratamento com o indutor ndo afetou a
fase larval de H. armigera (90% de sobrevivéncia), como também ndo houve efeito sistémico na

preferéncia hospedeira da mosca-branca. Os autores concluiram que a inducdo de resisténcia,
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pela via do &cido salicilico em plantas de algoddo teve pouco ou nenhum efeito sobre os
herbivoros testados (INBAR et al., 2001). Resultados contrarios foram obtidos por Nombela et al.
(2005), os quais constataram que a aplicacdo de Bion® em plantas de tomate (cv. Marmande)
induziu resisténcia local afetando adultos (fémeas e machos) da mosca branca B. tabaci. Segundo
os autores, a influéncia do Bion® foi intensamente relacionada com a concentracdo do produto,
pois as concentragdes de 0,2 ou 0,4 g L™ de Bion®, aplicadas cinco dias antes da infestacdo das
plantas por B. tabaci, reduziram significativamente o nimero de pupas, larvas do primeiro instar
e 0 numero de ovos, embora a fecundidade da fémea ndo tenha sido afetada. Quando o produto
foi aplicado na concentragdo de 0,1 g L™ (equivalente a 0,05 g L™ de ingrediente ativo) ndo
houve reducéo significativa nas varidveis testadas quando comparado com as plantas controle.
Em outro estudo, o fungo fitopatogénico Colletotrichum lagenarium foi testado como
eliciador de resisténcia contra acaros e insetos sugadores e mastigadores (AJLAN; POTTER,
1991). Entretanto, o fungo ndo afetou o crescimento de Tetranychua urticae, a duracdo do
desenvolvimento larval e peso de pupa de Spodoptera frugiperda, bem como a reproducdo de

Aphis gossypii.

Tabela 1 - Efeito do extrato bruto autoclavado de Saccharomyces cerevisiae, Agro-Mos® e Bion®
sobre a mortalidade, peso de pupas e duracdo média do ciclo (L1 a adulto) de Tuta
absoluta criada em folhas de tomateiro

Duracdo Média do
(Ciclo L1 a Adulto)*
Agua 0,56 +0,135 A 2,26 + 0,091 A 17,86 + 0,250 A
Extrato bruto de S.

Tratamentos Mortalidade (%) Peso da pupa (mg)*

- 0,31 +0,123 A 2,33 +0,085 A 18,19 + 0,281 A
cerevisiae

Agro-Mos® 0,37+ 0,163 A 2,27 +0,082 A 18,39 + 0,165 A
Bion® 0,93+0,228 A 2,29 +0,105 A 18,27 + 0,201 A
CV (%) 35,72 17,0 5,74

Nota: Médias (x EP) seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 %, n=20
*Dados originais, porém para anélise estatistica, os dados foram transformados em /X T 0,5
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Tabela 2 - Efeito do extrato bruto autoclavado de Saccharomyces cerevisiae, Agro-Mos® e Bion®
sobre a duracdo e viabilidade das fases larval e pupal de Tuta absoluta criada em
folhas de tomateiro

Fase larval Fase pupal
Tratamentos Duragéo (Dias)* Viabilidade (%) Duracdo (Dias)* Viabilidade (%)
Agua 11,10+ 0,183 A 85 6,87 £ 0,263 A 78
Extrato de S.
cerevisiae 10,74 £ 0,174 A 93 741+£0,272 A 65
Agro-Mos® 11,38 £ 0,201 A 91 7,280,148 A ol
Bion® 10,71+ 0,241 A 79 7,640,221 A 82
CV (%) 8,20 14,91 14,56 29,10

Nota: Médias (+ EP) seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 % n=20
*Dados originais, porém para anélise estatistica, os dados foram transformados em /X T 0,5

Embora os agentes testados ndo tenham afetado o desenvolvimento da traga-do-tomateiro
nas condig¢Oes experimentais utilizadas neste trabalho, o controle de insetos através da indugéo de
resisténcia pode ser uma valiosa ferramenta no manejo integrado de pragas. Haja visto que o
tratamento com agentes indutores pode efetivamente aumentar as defesas da planta, antes do

ataque de pragas, contribuindo assim na reducédo de doses e aplicacdes de inseticidas.

3.2.3.2 Efeito do extrato bruto autoclavado de S. cerevisae e do Bion® na multiplicacéo de

M. incognita em raizes de pepineiro

Aos 45 dias da inoculagdo de M. incognita em plantulas de pepineiro, foi realizada a
avaliacdo da populacdo final (nimero de ovos e juvenis de M. incognita), fator de reproducao
(populacdo final/populacéo inicial) e massa da matéria fresca da raiz. O extrato bruto autoclavado
de S. cerevisiae e 0 Bion®, aplicados em trés periodos nos cotilédones de plantulas de pepineiro,
ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos para nenhuma das variaveis
analisadas (Tabela 3). Alguns fatores podem explicar a auséncia de protecdo contra M. incognita.
Por exemplo, mecanismos de resisténcia ativados pelo extrato da levedura ou Bion® poderiam ter
atuado apds a penetracdo dos juvenis em raizes. O conhecimento da melhor época de aplicagéo e
dosagem do indutor é necessario, por exemplo, Owen, Green e Deverall (2002) verificaram que a



81

aplicagdo foliar de Bion® (50 ug de i. a./mL) em videiras afetou o desenvolvimento de espécies
de Meloidogyne spp. nas raizes. O efeito foi verificado 3 semanas apds a inoculacdo, periodo da
interacdo compativel entre planta e nematoide, quando células gigantes sdo induzidas e mantidas

no hospedeiro para nutricao e crescimento dos nematoides.

Tabela 3 - Efeito do extrato bruto autoclavado de Saccharomyces cerevisiae e Bion® sobre a
multiplicacdo de Meloidgyne incognita em pepineiro

Fator de reproducédo  Populacéo final (n° de Massa fresca do
Tratamento ) ) ) )
(PF/PI) 0VOS € juvenis) sistema radicular (g)

Agua 54,44 + 21,53 A 54438,75 £21529,73 A 15,79 +4,34 A
Extrato bruto de S.

o 42,98 + 13,64 A 42978,06 £13644,08 A 17,89 £6,37 A
cerevisiae
Bion® 39,33+ 18,05 A 39331,11 £18045,20 A 15,20 +3,49 A

Notas: Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5%.
Fator de reproducdo= populagdo final (PF)/populacéo inicial (Pl) de nematoides.

Resultados similares foram obtidos com a aplicacéo foliar de Bion® em mudas de cafeeiro
cv. Catuai-144 contra M. exigua. Salgado, Resende e Campos (2007) relataram que a aplicacdo
do indutor quimico em mudas de cafeeiro ndo afetou na populacdo final (nimero de ovos e
juvenis), numero de galhas, fator de reproducdo e massa da matéria fresca da raiz. As mudas
foram tratadas com Bion®, na dosagem de 0,2 g i.a. /L, 7 dias antes da inoculacdo de 7000
ovos/planta de M. exigua e aos 2 e 7 dias ap0s a inoculagdo. Os autores argumentaram que um
dos fatores que pode ter influenciado nesse resultado foi o inéculo constituido de ovos, 0s quais
eclodiram ao longo do tempo de condugdo do experimento. Talvez o inoculo constituido por
juvenis fosse o mais indicado, ja que a fase de penetracdo e inicio da formacdo do sitio de
alimentacdo do nematoide nas raizes poderia coincidir com a fase de maximo efeito do indutor.

Neste contexto, Owen, Green e Deverall (2002) observaram que a pulverizagdo de Bion®

(50 pg de i. a/mL) em folhas de videira ndo alterou o nimero de juvenis de Meloidogyne spp em

raizes da planta quando comparado com as plantas ndo tratadas, 3 dias apds a inocula¢do dos

nematoides. Neste experimento, as raizes de plantas de videira foram inoculadas com 1000 ou
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5000 juvenis por planta. Os autores argumeram que mecanismos de resisténcia atuaram em
estagios de infeccdo apds a penetracao dos juvenis nas raizes.

Na literatura, trabalhos com inducdo de resisténcia em plantas contra fitonematoides
apresentaram resultados contraditérios. Wyss, Grundler e Munch (1992) constataram que a
aplicacéo foliar de Bion®em folhas de videira, reduziu significativa em 80 % & deposicao de ovos
pelo nematdide das galhas em raizes, 10 semanas apds a inoculacdo das plantas com 0s

nematdides. O indutor também induziu o aumento da atividade de 3-1,3 quitinase em folhas aos 7

e 28 dias ap0s o tratamento e em raizes aos 5 dias apds o tratamento. Sonnemann, Finkhaeuser e
Wolters (2002) verificaram que a aplicacdo de Bion® (60 g ha™) em plantas de cevada reduziu o
crescimento das raizes e causou aumento significativo na infeccdo pelo nematdide parasita
Pratylenchus sp. Os autores comentam que o aumento da infeccdo em raizes de cevada pelos
nematoides foi provocado pelas alteragdes no exudato, favorecendo a atracdo dos parasitas e
alteracdes na morfologia da raiz, facilitando a invasdo de nematdides.

Outro fator que pode interferir com a patogenicidade dos nematdides das galhas é o estadio
de desenvolvimento da planta, visto que, os estadios iniciais de desenvolvimento sdo 0s mais
vulneraveis ao ataque (EAPEN, 1992).

3.2.3.3 Efeito do Bion®, Agro-Mos® e do extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae na

interacdo simbiotica de soja com B. elkanii

A Figura 1 apresenta os resultados de dois experimentos, sendo que o experimento no qual,
raizes de plantas de soja foram inoculadas com B. elkanii 48 h antes do tratamento foliar com
Bion®, Agro-Mos® e extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae, estdo representados pelos
gréficos a, b e c. Neste experimento, 0 numero e as massas de matéria seca e fresca dos nddulos
de planta tratadas com os agentes ndo apresentaram alteragOes significativas com relagcdo as
plantas tratadas com &gua (controle). Em outro experimento, observa-se nos graficos d, e e f da
mesma figura, que a inoculagéo das raizes por B. elkanii apds 48 h do tratamento com os agentes
também ndo afetaram o nimero e as massas da matéria seca e fresca dos nodulos das raizes de
soja. Hoffmann e Cardoso (2001) observaram que a aplicacdo de Bion® (25 mg L ™) em plantas
de soja inoculadas com B. elkanii, aos 18 dias ap6s o plantio, ndo reduziu 0 nimero ou a massa

da matéria seca dos nodulos ou crescimento das plantas. Entretanto, os mesmos autores relataram
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a ocorréncia de reducdo da colonizagdo por B. elkanii em raiz de soja, quando o indutor foi
aplicado via raiz, aos 4 ou 18 dias ap0s o plantio, reduzindo o nimero e a massa da matéria seca
dos nddulos. A inducdo de peroxidases em raiz de soja foi relatada pelos autores ap6s a aplicacdo

de Bion®, o qual interferiu negativamente sobre a colonizacéo das raizes pelo rizébio.
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Figura 1- Efeito do Bion®, Agro-Mos® e extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae sobre o
numero de nddulos, massa da matéria fresca e seca de plantas de soja inoculadas 48 h
antes do tratamento com o0s agentes (a, b e c) e 48 h ap0s o tratamento com os agentes
(d, e e f) por Bradyrhizobium elkanii. Barras representam a média + o desvio padrao.
Média seguida pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
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A pulverizagdo dos agentes em plantas de soja ap0s 48 h da inoculacdo das raizes com B.
elkanii ndo afetaram o desenvolvimento das plantas como mostra a Figura 2. Observa-se que as
massas da matéria fresca e seca da parte aérea e matéria seca da raiz das plantas nao diferiram
significativamente entre os tratamentos (graficos a, b e c). Os resultados representados nos
graficos d, e, e f (Figura 2) demonstraram que o tratamento da plantas com os agentes 48 h antes
da inoculagéo das raizes com B. elkanii, também ndo afetou as massas da matéria fresca e seca da
parte aérea, a matéria seca da raiz das plantas quando comparados com plantas controle. A Figura
3 demonstra que os agentes pulverizados ap6s 48 h da inoculacdo das raizes com B. elkanii ou 48
h antes da inoculacdo também nédo influenciaram na altura das plantas de soja com relacdo

aquelas pulverizadas com agua (controle).
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Figura 2 - Efeito do Bion®, Agro-Mos® e extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae sobre a
matéria fresca e seca da parte aérea da planta, matéria seca da raiz de plantas de soja
inoculadas com Bradyrhizobium elkanii 48 h antes do tratamento com os agentes (a,
b e c) e 48 h apds o tratamento com os agentes (d, e e f). Barras representam a
média + o desvio padrdo. Média seguida pela mesma letra ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5%
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Figura 3 - Efeito do Bion®, Agro-Mos® e extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae sobre a altura
de plantas de soja inoculadas com Bradyrhizobium elkanii 48 h antes do tratamento
com os agentes (a) e 48 h apos o tratamento com os agentes (b). Barras representam a
média £ o desvio padrdo. Média seguida pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5%

A quantidade de nitrogénio da parte aérea, raiz e nddulos representada nos graficos a, b e ¢
(Figura 4) de plantas de soja inoculadas por B. elkanii, 48 h antes do tratamento com 0s agentes,
ndo foi alterada com relacdo as plantas controle. Por outro lado, no experimento em que as
plantas foram tratadas com o extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae 48 h antes da inoculagéo
das raizes com B elkanii, as mesmas apresentaram um aumento na quantidade de nitrogénio da
parte aérea da planta (Figura 4, grafico d), o qual pode ser reflexo de maior atividade de fixacéo
de nitrogénio nos nédulos. O Bion® e 0 Agro-Mos® ndo alteraram a quantidade de nitrogénio na
raiz ou nddulo das plantas (Figura 4 e gréaficos e e f). Observa-se ainda pela Figura 5 (gréafico a)

que plantas inoculadas por B. elkanii antes do tratamento com o0s agentes nao tiveram alteracdes
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significativas na quantidade de nitrogénio total. Entretanto, na mesma figura (grafico b) nota-se
maior quantidade de nitrogénio total em plantas de soja tratadas com o extrato bruto autoclavado
de S. cerevisiae 48 h antes da inoculacdo com B. elkanii quando comparadas com as plantas
controle. O Bion® e o Agro-Mos® ndo influenciaram o teor de nitrogénio total das plantas
(gréfico b).

Garcia et al. (2004) investigaram os efeitos de diferentes isolados de PGPRs na fixacédo
bioldgica, nodulacdo de plantas de soja inoculadas com Sinorhizobium fredii, utilizando
diferentes formas de inoculagéo. A inoculagéo das plantas com S. fredii antes da inocula¢do com
PGPRs aumentou a matéria seca da parte aérea, matéria fresca da raiz e o nimero de nédulos
com relacdo as plantas ndo inoculadas. A alteracdo do teor de nitrogénio nas plantas foi
dependente do isolado de PGPRs utilizado. Em plantas inoculados com S. fredii e apds 5 dias
inoculadas com Pseudomonas fluorescens foi verificado um aumento significativo do teor de
nitrogénio. Os autores observaram também que plantas de soja inoculadas previamente com
PGPRs e ap6s 5 dias inoculadas com S. fredii apresentaram aumento significativo da matéria seca
da parte aérea e matéria fresca da raiz, no nimero de nédulos como também no teor de nitrogénio
das plantas. Segundo os autores, as PGPRs ndo apenas promoveram alteraces fisioldgicas como

induziram o aumento da fixacao bioldgica de nitrogénio em plantas de soja.
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Figura 4 - Efeito do Bion®, Agro-Mos® e extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae sobre o teor
de nitrogénio da parte aérea, raiz e nédulos de plantas de soja inoculadas com
Bradyrhizobium elkanii 48 h antes do tratamento com os agentes (a, b e ¢) e 48 h apds
o tratamento com os agentes (d, e e f). Barras representam a média + o desvio padréo.
Média seguida pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
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Figura 5 - Efeito do Bion®, Agro-Mos® e extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae sobre o teor
de nitrogénio total em plantas de soja inoculadas com Bradyrhizobium elkanii 48 h
antes do tratamento com os agentes (a) e 48 h ap6s o tratamento com os agentes (b).
Barras representam a média + o desvio padrdo. Média seguida pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%

O fato dos agentes aplicados nas plantas ndo demonstrarem efeito negativo na colonizagéo
por B. elkanii em raizes de soja, antes ou apds a inoculacdo das mesmas, talvez possa ser
explicado pela auséncia de translocacao de sinal da parte aérea da planta para a raiz, pois sabe-se
que o acizenzolar-S-metil é translocado na planta sistemicamente. Estudos moleculares em
plantas de fumo e Arabdopsis mostraram que o composto atua na via metabolica do acido
salicilico, molécula sinal na ativacéo de genes relacionados 8 RSA (BENHAMOU; BELANGER,
1998). Outra hipotese para explicar os resultados obtidos neste trabalho é a possivel supresséo

das respostas de defesas da planta pelo rizébio, mesmo que inicialmente induzidas pelos agentes.
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Estudos revelaram que rizobios e micorrizas arbusculares possuem mecanismos
provavelmente similares a aqueles encontrados nos patdgenos, 0s quais precisam vencer
mecanismos de defesa para estabelecer a interacdo. O papel de lipopolissacarideos (LPS) como
eliciadores na inducéo de resposta de defesa € invertido na simbiose entre a bactéria fixadora de
nitrogénio Sinorhizobium meliloti e Medicago truncatula. Ao invés de eliciar respostas de defesa,
0 LPS suprime essas reacdes como a producdo de espécies ativas de oxigénio eliciadas pela
invertase de S. cerevisiae, promovendo o estabelecimento da simbiose (TELLSTROM et al.,
2007). Rizdbios mutantes com alteragdes no LPS foram deficientes nas interacfes simbidticas
com os hospedeiros (CAMPBELL et al., 2003).

O papel dos polissacarideos extracelulares de rizébios tem sido discutido como compostos
com atividade supressora na defesa em plantas hospedeiras, mecanismo essencial para 0 sucesso
da simbiose. Por outro lado, durante os estadios iniciais da interacdo simbiotica, reacGes de
defesa na planta sdo ativadas pela invasdo do simbionte. Esta reacdo parece estar envolvida com
mecanismos pelos quais as plantas controlam o ndmero de infec¢Bes, nddulos inativos e o
controle da incompatibilidade nas interaces especificas (MITHOFER et al., 1996) .

O 4&cido saliciliso (AS) € um dos sinalizadores para a expressdo da resisténcia contra
doengcas em plantas, sendo que essa molécula esta intimamente ligada a reagcdo de
hipersensibilidade localizada e a RSA. Além disso, interfere diretamente em varios aspectos do
processo de infeccdo de bactérias patogénicas. O AS também desempenha um papel fundamental
no estabelecimento da simbiose de leguminosas e rizobio. Além de mediar respostas de defesa
das plantas, o composto controla a formacao dos nodulos em raizes de leguminosas. Um aumento
do nivel de acido salicilico em raizes de alfafa foi observado apds a inoculacdo com rizobio
impedindo a producgdo de fator Nod, sendo que a aplicacdo exdgena de AS inibiu a formacédo de
nodulos em raizes de leguminosas (MARTINEZ-ABARCA et al., 1998).

Espécies ativas de oxigénio ja foram identificadas na interacdo Rhizobium-leguminosa. A
intensa explosdo oxidativa pode ser interpretada como uma reacdo de defesa da planta para
controlar e limitar a entrada da bactéria, onde por exemplo, o0 acumulo de per6xido de hidrogénio
foi observado em plantas inoculadas com rizébio (VASSE et al., 1993). Para combater o estresse
oxidativo durante a interacdo simbidtica, a planta hospedeira e o rizobio possuem um arsenal de
compostos antioxidantes a disposicdo. As bactérias, por exemplo, acionam enzimas

detoxificantes para se defender das EAOs, como catalase, superdxido dismutase e peroxidases.
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Quando a planta leguminosa hospedeira é infectada pelo rizobio, a planta produz espécies
ativas de oxigénio como peroxido de hidrogénio no local da infeccdo. Esta resposta assemelha-se
a uma reacdo de hipersensibilidade da planta durante interacdes incompativeis planta-patogeno.
Por sua vez, em interacBes simbioticas compativeis, o rizdbio é capaz de controlar reacdes de
defesa do seu hospedeiro através da molécula sinal conhecida como fator Nod (oligossacarideos
de lipoquitina), a qual induz varias respostas na planta como encurvamento dos pélos radiculares,
inducdo da formacdo de nddulos primérdios, apos a ativacdo da divisdo celular cortical. Além
disso, fator Nod tem papel importante no controle de reacOes de defesa da planta suprimindo o
acimulo de &cido salicilico e a producdo de EAOs em leguminosas (MARTINEZ-ABARCA et
al., 1998).

Concomitante a producdo de EAOSs, o reconhecimento de um patdgeno avirulento por uma
planta resistente induz no rapido acimulo de éxido nitrico. O 6xido nitrico ativa a expressdo de
vérios genes de defesa, aumenta o nivel de EAOs no interior da célula e modula a sintese de
compostos relacionados a defesa, como &cido salicilico, acido jasménico e etileno. Assim, a
producdo de oOxido nitrico foi detectado em nddulos fixadores de nitrogénio e a modulacdo de
niveis de oxido nitrico provocou modificagdes do nimero de nddulos em raiz. Diferentes
respostas apontam um possivel papel de oxido nitrico como modulador transcricional em
interacOes patogénicas e simbidticas (SOTO et al., 2009).

Durante as interagdes simbidticas entre soja e a bactéria fixadora de nitrogénio B. elkanii,
ocorre a produgdo de glucanas (ligagdes B-1,3-1,6) pela bactéria, sendo que varios trabalhos
demonstraram que esses polissacarideos possuem atividade supressora na respostas de defesa
induzidas por eliciadores. Em soja foi verificado que a atividade eliciadora de glucanas derivadas
de Phytophthora sojae foi inibida por polissacarideos (glucanas ligagdes B- 1,3 e 1,6) de B.
elkanii, resultado que pode indicar um mecanismo favoravel para o sucesso da interacdo entre
planta e simbionte (MITHOFER et al., 1996). Glicopeptideos com atividade eliciadora e
oligossacarideos obtidos de B. elkanii com atividade supressora mostraram competir na ligacéo

por receptores de membrana em células de tomateiro (BASSE et al., 1993).
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4 Consideragdes finais

Os agentes testados ndo se mostraram eficientes no controle do inseto (T. absoluta) e do
nematoide (M. incognita), porém ndo afetaram a nodulacdo e a fixacdo bioldgica do nitrogénio
por B. elkanii em raizes de soja, como também ndo interferiram no desenvolvimento vegetativo
das plantas. Por outro lado, as plantas de soja tratadas previamente com o extrato bruto

autoclavado de S. cerevisiae apresentaram um aumento do teor de nitrogénio.
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