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RESUMO 

IURKIV, Luciana, Universidade Estadual do Oeste do Paraná, Setembro – 2016. 

Custo adaptativo e ecológico da indução de resistência em trigo contra Bipolaris 

sorokiniana. Orientador: Prof. Dr. Vandeir Francisco Guimarães. Coorientadores: Prof. 

Dr. José Renato Stangarlin e Profa. Dra. Kátia Regina Schwan-Estrada.  

 

É reconhecida a eficiência da indução de resistência no controle de fitopatógenos, no 

entanto, existem custos relacionados à sua aplicação ainda pouco investigados, como 

é o caso dos custos adaptativos e ecológicos. No presente trabalho objetivou-se 

verificar a eficiência da aplicação dos indutores acibenzolar-S-metil (ASM), 

mananoligossacarídeo fosforilado (MOS) e Bacillus cereus no controle de mancha 

marrom em trigo, e sua relação com a indução de enzimas relacionadas a defesa, 

assim como a interferência sobre as trocas gasosas, sobre o microrganismo não alvo 

Azospirillum brasilense, e a produção da cultura. O experimento foi conduzido sob 

cultivo protegido no Núcleo de Estações Experimentais da Universidade Estadual do 

Oeste do Paraná, Campus de Marechal Cândido Rondon. O delineamento 

experimental foi em blocos ao acaso em esquema fatorial 4 x 2 x 2, com quatro 

repetições. O primeiro fator “Indutores de Resistência” foi constituído pelos indutores 

ASM, MOS, Bacillus cereus e a testemunha Água. O segundo fator “Patógeno” foi 

constituído pela presença ou ausência do patógeno Bipolaris sorokiniana. O terceiro 

fator “BPCV” constituiu-se pela presença ou ausência da bactéria promotora de 

crescimento vegetal A. brasilense. As sementes foram inoculadas com A. brasilense 

24 h antes da semeadura. O tratamento com os indutores de resistência foi realizado 

25 dias após a emergência e 24 horas após foi realizada a inoculação com o patógeno. 

Foram realizadas avaliações para quantificação das enzimas peroxidase, fenilalanina 

amônia-liase e β-1,3-glucanase às 0 h, 24 h, 48 h, 72 h e 96 horas após o tratamento. 

As trocas gasosas foram avaliadas às 0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 horas após o 

tratamento. A quantificação de diazotróficos foi realizada na implantação do 

experimento, no momento da aplicação dos indutores de resistência e no 

florescimento da cultura. No florescimento foram realizadas análises biométricas e no 

final do ciclo, análise dos componentes da produção. A aplicação dos indutores de 

resistência foi eficiente no controle da mancha marrom em trigo. Os tratamentos 

indutores não apresentaram interferência sobre os microrganismos diazotróficos 



 
 

endofíticos. Observou-se maior atividade de peroxidases para o tratamento MOS o 

qual apresentou grande eficiência no controle da doença. Não observou-se relação 

entre a atividade de fenilalanina amônia-liase e β-1,3-glucanase e o controle de 

mancha marrom. Observou-se maior taxa de assimilação líquida de CO2 (A) na 

ausência do patógeno e presença de A. brasilense, porém MOS reduziu a A. A 

concentração interna de CO2 e a transpiração foliar apresentaram-se superiores nos 

tratamentos com ausência do patógeno. A condutância estomática foi afetada pelo 

tratamento MOS. O comprimento da folha bandeira e a área foliar foram afetados 

negativamente pela aplicação de ASM. Porém, a massa total de grãos não sofreu 

interferência dos tratamentos, apesar de a massa de 100 grãos ter sido superior para 

ASM. 

Palavras-chave: mancha marrom, acibenzolar-S-metil, mananoligossacarídeo 

fosforilado, Bacillus cereus.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

IURKIV, Luciana, Universidade Estadual do Oeste do Paraná, September – 2016. 

Adaptive and ecological costs of induced resistance in wheat against Bipolaris 

sorokiniana. Advisor: Prof. Dr. Vandeir Francisco Guimarães. Co-Advisors: Prof. Dr. 

José Renato Stangarlin and Prof. Dr. Katia Regina Schwan-Estrada. 

 

The induced resistance efficiency in the control of pathogens is recognized, however 

there are costs related to its use that are still little researched, as the case of fitness 

and ecological costs. This research aims to verify the efficiency of use of the 

acibenzolar-S-methyl (ASM), mannanoligosaccharide (MOS) and B. cereus inductors 

in the control of spot blotch wheat disease, and its relation with the induction of 

enzymes related to the plant defense, as well as the interference on gas exchanges, 

on the non-target microrganisms A. brasilense, and on the crop production. The 

experiment was conduced in green house growing at the Núcleo de Estações 

Experimentais of the Universidade Estadual do Oeste do Paraná, Marechal Cândido 

Rondon Campus. The experimental design was made in randomized block design in 

a factorial schema 4 x 2 x 2, with four replications. The first factor "Resistance 

Inductors" was constituted by ASM, MOS, B. cereus inductors and water (control). The 

second factor "Pathogen" was constituted by the presence or absence of B. 

sorokiniana pathogen. The third factor "PGPR" was made up by the presence or 

absence of the PGPR A. brasilense. The seeds were inoculated with A. brasilense 24 

h before sowing. The treatment with the resistance inductors was done 25 days after 

the plant emergency and 24 h after it, the inoculation with the pathogen was done. 

Evaluations for the quantification of peroxidase enzyme, phenylalanine ammonia-lyase 

and β-1.3-glucanase enzymes activities were done at 0 h, 24 h, 48 h, 72 h and 96 h 

after treatment. Gas exchanges were evaluated at 0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h and 120 

h after treatment. The quantification of diazotrophic was made in the implementation 

of the experiment, at the moment of the use of the resistance inductors and in the 

flowering. At the flowering, biometric evaluations were performed, and at the end of 

the cycle, production analysis were held. The use of resistance inductors was efficient 

in the control of spot blotch wheat disease. The treatment with inductors did not show 

any interference on the endophytic diazotrophic microrganism. Higher activity of 

peroxidases for the MOS treatment was observed, that presented high efficiency on 



 
 

the control of the disease. No relation between the activities of phenylalanine ammonia 

lyase and β-1.3-glucanase and the control of spot blotch was observed.  A higher tax 

of liquid assimilation of CO2 (A) in the absence of the pathogen and presence of the A. 

brasilense was observed, however, MOS reduced the “A”. The internal concentration 

of CO2 and the leaf transpiration showed as superior in the treatment with the absence 

of the pathogen. The stomatal conduce was affected by MOS treatment. The length of 

the flag leaf and leaf area were affected by ASM use. But, the total weight of grain did 

not suffer interference of the treatments, in spite of the weight of 100 grains to have 

been superior to ASM. 

Key words: spot blotch, acibenzolar-S-methyl, mannanoligosaccharide, Bacillus 

cereus. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Inúmeras alternativas ao controle químico convencional de fitopatógenos, como 

forma de reduzir os danos associados ao seu emprego, tem-se mostrado eficientes. 

Dentre elas a utilização de agentes capazes de induzir resistência nas plantas 

tratadas, ativando, assim, seus próprios mecanismos naturais de defesa, sem 

qualquer alteração em seu genoma (HAMMERSCHMIDT & DANN, 1997). Nesse 

sentido, inúmeros estudos vêm sendo desenvolvidos intencionando o 

desenvolvimento de compostos protetores não-antibióticos, capazes de ativar o 

potencial natural de resistência em diversas espécies de plantas (MÉTRAUX, 2007). 

Reconhece-se, portanto, o grande potencial de tais compostos como uma nova 

geração de produtos para controle de doenças, reduzindo o uso de fungicidas e 

oportunizando o uso de agentes de biocontrole (LYON & NEWTON, 1997). São 

diversos os benefícios relacionados ao emprego desta tecnologia, destacando-se a 

maior segurança para o ambiente em relação ao uso de agrotóxicos, além de evitar a 

seleção de cepas resistentes de patógenos em virtude do complexo multigenes, que 

regula esse processo (IRITI & FAORO, 2006). 

Entretanto, algo que deve ser considerado, é a existência de custos 

relacionados ao fenômeno da indução de resistência. Heil & Baldwin (2002) definiram 

que o custo da resistência induzida é todo efeito negativo sobre a adaptabilidade da 

planta que resulta da expressão de características de defesa. Os tipos de custos mais 

comumente discutidos e relatados são os custos de alocação ou adaptativos (KUHN 

& PASCHOLATTI, 2010), custos ecológicos e custos genéticos (HEIL, 2001). Os 

custos adaptativos e genéticos têm recebido especial atenção da comunidade 

cientifica e diversos trabalhos demonstram seu impacto na produtividade das mais 

diversas culturas (HEIL et al., 2000; HEIL, 2001; GAYLER et al., 2004;). No entanto, 

os custos ecológicos têm recebido pouca atenção, sendo escassos os trabalhos 

relacionados ao tema (VIERHEILIG et al., 1994; LIAN et al., 2000; ZANARDO, 2009). 

Entretanto, é de fundamental importância para o aprimoramento e aceitaçãoção desta 

tecnologia, o acompanhamento e quantificação de todos os custos envolvidos, 

visando redirecionar a pesquisa para alcançar benefício maior que os custos pelo seu 

emprego. 

O emprego de ASM, MOS e Bacillus cereus tem sua eficiência comprovada por 

inúmeras investigações realizadas dentre os mais diversos patossistemas. No 
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entanto, são escassas as pesquisas relativas à interferência causada por esta indução 

em organismos não alvos, como é o caso de Azospirillum brasilense. Neste sentido, 

busca-se avaliar o controle de mancha marrom em trigo e as alterações fisiológicas e 

bioquímicas provocadas pelo emprego de agentes indutores ASM, MOS e Bacillus 

cereus, bem como o impacto desta indução na interação com microrganismos 

diazotróficos e na produção. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁGICA 

 

2.1 MECANISMOS DE RESISTÊNCIA NAS PLANTAS 

 

 A doença em planta é a exceção e não a regra, sendo assim, os patógenos 

expressam um fenótipo virulento somente em um ou um limitado número de 

espécies hospedeiras. Patógenos inoculados em espécies não hospedeiras perdem 

a habilidade de crescer e infectar a planta, ou após a infecção encontram um 

mecanismo de resistência (LAMB et al., 1989). Os mecanismos de defesa de plantas 

contra patógenos existem em multiplicidade e são extremamente eficientes 

(ROMEIRO, 1999). 

 Segundo Pascholati & Leite (2005), a resistência de um hospedeiro pode ser 

definida como a capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada e/ou 

subseqüente atividade de um patógeno em seus tecidos.  

Os mecanismos de resistência podem ser pré-formados (ou passíveis, 

constitutivos) e pós-formados (ou ativos, induzíveis) (KUC, 2001). Os fatores de 

resistência pré-formados incluem aqueles já presentes nas plantas antes do contato 

com os patógenos. No caso dos pós-formados, estes mostram-se ausentes ou 

presentes em baixos níveis antes da infecção, sendo produzidos ou ativados em 

resposta a presença dos patógenos. Os fatores estruturais da planta atuam como 

barreiras físicas, impedindo a entrada do patógeno e a colonização dos tecidos, 

enquanto que as reações bioquímicas que ocorrem nas células do hospedeiro 

produzem substâncias que mostram-se tóxicas ao patógeno e criam condições 

adversas ao crescimento deste no interior da planta (SCHWAN-ESTRADA et al., 

2008). 

 De acordo com Pascholati & Leite (2005) são exemplos de cada grupo:  

• Pré-formados: 

- Estruturais: cutícula, tricomas, estômatos, fibras/vasos condutores. 

- Bioquímicos: fenóis, alcalóides, lactonas insaturadas, glicosídeos 

fenólicos, glicosídeos cianogênicos, fototoxinas e inibidores protéicos. 

• Pós-formados: 

- Estruturais: papilas, halos, lignificação, camadas de cortiça, tiloses, 

hesperidinas. 
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- Bioquímicos: fitoalexinas, proteínas relacionadas à patogênese, 

espécies reativas de oxigênio. 

A combinação de reações de mecanismos estruturais e/ou bioquímicos 

empregados na defesa da planta são distintas em diferentes relações patógeno-

hospedeiro. Além disso, dentro da mesma relação patógno-hospedeiro, as 

combinações para defesa dependem da idade da planta e do tipo de órgão e tecido 

atacado, condição nutricional da planta e condições climáticas (AGRIOS, 2005). 

 

2.1.1 Enzimas Relacionadas à Defesa 

 

2.1.1.1 β-1,3-glucanases 

 

 As β-1,3-glucanases são enzimas que hidrolisam polímeros de β-1,3-

glucana, composto esse, que juntamente com a quitina, são os principais 

componenetes que dão resistência a parede celular dos fungos (CORNELISSEN & 

MELCHERS, 1993). Tem sido proposto que estas glucanohidrolases atuam de pelo 

menos duas formas diferentes: diretamente, degradando as paredes celulares do 

agente patogênico; e, indiretamente, promovendo a libertação de fragmentos 

glicosídicos, tanto da parede celular do patógeno, quanto da própria planta, que 

podem atuar como elicitores de reações de defesa (LEUBNER-METZGER & MEINS, 

1999). De acordo com Van Loon & Van Strein (1999), as β-1,3-glucanases são 

classificadas como proteínas-RP dentro da família PR-2.  

As β-1,3-glucanases são extensamente distribuídas entre bactérias, fungos e 

plantas. Baseado nas reações de hidrólise catalizadas pela glucanase, β-1,3-

glucanases são classificadas em exo-β-1,3-glucanases e endo-β-1,3-glucanases 

(PANG et al., 2004). β-1,3-glucanases são monômeros com massa molecular entre 

25 e 35 kDa e que produzem oligômeros com duas a seis unidades de glicose a 

partir do substrato laminarina, uma β-1,3-glucana. Existem diferentes isoformas 

dessa enzima e grande variação entre elas quanto à atividade catalítica relativa 

sobre o substrato laminarina (CAVALCANTI et al., 2005). Exibem formas básicas, 

que ocorrem normalmente intracelularmente (nos vacúolos), e ácidas, que ocorrem 

extracelularmente, e possuem ação imediata na defesa das plantas, pela ação direta 

nas hifas invasoras (MARTINS, 2008). 
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2.1.1.2 Peroxidase 

 

O termo peroxidase remete a enzimas capazes de catalizar a oxirredução 

entre peróxido de hidrogênio e vários redutores (H2O2 + AH2 → 2H2O + A), e estão 

presentes nos tecidos das plantas, em certas células animais e em microrganismos, 

sendo divididas em três superfamílias baseando-se na sua estrutura e atividade 

catalítica. As POXs (EC 1.11.1.7) são oxirredutases específicas de plantas 

pertencentes à Classe III (HIRAGA et al., 2001).  

As peroxidases são específicas para o aceptor de hidrogênio, sendo ativos 

somente metil, etil e peróxidos, mas inespecíficas para os doadores de hidrogênio, 

que podem ser fenóis, aminofenóis, diaminas, indofenóis, ascorbatos e muitos 

aminoácidos. As peroxidases são glicoproteínas com massa molecular em torno de 

40 kDa, conhecidas como enzimas de função dupla, pois são capazes de gerar o 

H2O2 que lhes servirá de substrato (CAVALCANTI et al., 2005). 

 As peroxidases são responsáveis por participar de vários processos 

fisiológicos de grande importância (CAVALCANTI et al., 2005). Entre eles destaca-

se a síntese de lignina, no qual os álcoois de fenilpropano são unidos em um 

polímero pela ação dessa enzima, que cataliza a oxidação desses álcoois, gerando 

radicais livres intermediários que se associam de forma não enzimática em uma 

disposição ao acaso para formar lignina (TAIZ & ZEIGER, 2004). A lignina ou 

processo de lignificação pode interferir com o crescimento de patógenos através de 

modificações químicas nas paredes celulares (VAN LOON & VAN STRIEN, 1999). 

Além da lignificação, existem evidências de que as POXs estão envolvidas nos 

processos de suberificação, catabolismo da auxina, cicatrização de feridas (HIRAGA 

et al., 2001), respostas de hipersensibilidade e produção de fitoalexinas, grande 

parte destes envolvidos na defesa contra a infecção por patógenos (NICHOLSON & 

HAMMERSCHMIDT, 1992). 

 Considerando-se o envolvimento da POX nos processos de defesa, Van 

Loon & Van Strien (1999), classificaram-na na Família PR-9 das Proteínas 

Relacionadas à Patogênese.  

 

2.1.1.3 Fenilalanina Amônia-liase  
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  A fenilalanina amônia-liase (EC 4.3.1.5) é uma enzima que está situada em 

um ponto de ramificação entre os metabolismos primário e secundário, de forma que 

a reação que ela cataliza é uma etapa reguladora importante na formação de muitos 

compostos fenólicos (TAIZ & ZEIGER, 2004), considerando tratar-se da enzima 

chave na rota dos fenilpropanóides (RITTER & SCHULZ, 2004). A FAL tem sido 

encontrada principalmente em plantas, mas também está presente em fungos 

(RÖSLER et al., 1997) e bactérias (XIANG & MOORE, 2005). 

 A fenilalanina amônia-liase (FAL) é responsável pela desaminação da L-

fenilalanina, transformando-a em ácido trans-cinâmico e amônia. O ácido trans-

cinâmico pode ser incorporado em diferentes compostos fenólicos (ácido 4-

coumárico, ácido caféico, ácido ferúlico, e ácido sinápico), os quais estão presentes 

na formação de ésteres, coumarinas, flavonóides e ligninas (SCHWAN-ESTRADA et 

al., 2008), sendo que diversas funções essenciais estão associadas à estes, como 

suporte mecânico (ligninas) (WHETTEN & SEDEROFF, 1995), proteção contra 

estresses bióticos e abióticos (fitoalexinas, antioxidantes e compostos absorvedores 

de radiação UV) (DIXON & PAIVA, 1995), e pigmentos como antocianinas (HOLTON 

& CORNISH, 1995). FAL é uma enzima tetramérica, e a expressão de genes 

múltiplos em combinação com possíveis modificações pós-traducionais conduz à 

formação de uma gama de formas heterotetraméricas que pode ser diferente 

dependendo do estímulo particular. Em feijão, por exemplo, há uma família de três 

ou quatro FAL-genes, os quais codificam para diferentes isoformas, sendo que os 

transcritos correspondentes variam de acordo com as diferentes situações biológicas 

(LIANG et al., 1989). 

 Em função da sua importância chave no metabolismo secundário dos 

fenilpropanóides, a FAL é uma enzima largamente estudada por fisiologistas 

(RITTER & SCHULZ, 2004), e em meio ao fenômeno da indução de resistência, 

também é uma das enzimas mais estudadas (KUHN, 2007), considerando-se que 

muitos fenilpropanóides induzidos por estresse biótico são classificados como 

fitoalexinas, as quais são compostos antimicrobianos sintetizados em resposta ao 

ataque de patógenos, incluindo pterocarpanos (por exemplo, gliceolina), isoflavonas, 

isoflavonoides, cumarinas, psoralenos, 3-deoxiantocianidinas, flavonóides e 

auronas. Os níveis destes compostos aumentam grandemente em torno do local da 

infecção, chegando a concentrações tóxicas aos agentes patogênicos (DIXON & 

PAIVA, 1995). O processo de lignificação também possui influência decisiva no 
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crescimento do patógeno e sua via de síntise é regulada pela FAL (WHETTEN & 

SEDEROFF, 1995). 

 

2.2 RESISTÊNCIA INDUZIDA 

 

A resistência induzida, ou resistência sistêmica adquirida, envolve a ativação 

de mecanismos de defesa latentes existente nas plantas (HAMMERSCHMIDT & 

DANN, 1997). A ativação deste sistema de defesa é desencadeada por agentes, 

chamados elicitores, de caráter biótico ou abiótico que resultam na expressão de 

mecanismos de defesa relacionados à produção de substâncias tóxicas ao patógeno 

e/ou formação de barreiras estruturais que restringem a colonização dos tecidos 

(KUC, 2001). A resistência induzida é dependente do intervalo de tempo entre o 

tratamento inicial (tratamento indutor) e a subseqüente inoculação do patógeno 

(tratamento desafiador). Essa dependência indica que mudanças específicas no 

metabolismo da planta, envolvendo a síntese e/ou acúmulo de substâncias 

importantes no fenômeno da resistência induzida (PASCHOLATI & LEITE, 1995). A 

efetividade de um agente indutor não é devido à atividade antimicrobiana ou pela 

habilidade de ser transformado em agente antimicrobiano (KUC, 2001), mas sim 

pela capacidade de ativar mecanismos de defesa da própria planta. 

As duas formas mais claramente definidas de resistência induzida são 

resistência sistêmica adquirida (SAR), e resistência sistêmica induzida (ISR), que 

podem ser diferenciados com base na natureza do eliciador e nas vias reguladoras 

envolvidas (CHOUDHARY et al, 2007). Entretanto, ambos os termos SAR e ISR são 

empregados como sinônimos. A Figura 1, adaptada de Vallad & Goodman (2004), 

representa uma comparação entre ambas as formas. 

A SAR é caracterizada pela proteção contra um amplo espectro de patógenos 

(OOSTENDORP et al., 2001) e pode ser desencadeada pela exposição da planta à 

patógenos virulentos, microrganismos avirulentos e microrganismos não patogênicos 

(CHOUDHARY et al, 2007), bem como, uma grande variedade de químicos tem 

apresentado capacidade de ativar SAR. Benzothiadiazole (BTH) (LAWTON et al. 

1996), 2,6-dichloroisonicotinic acid (INA) (WARD et al., 1991; UKNES et al. 1992), e 

ácido salicílico (SA) induzem o mesmo conjunto de PR-genses comparado aos 

biologicamente induzidos na SAR (VERHAGEN et al., 2006). A indução de 

resistência adquirida já foi demonstrada por inúmeros ativadores disponíveis 
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comercialmente, como é o caso de BION (ASM, Syngenta) (BOKSHI et al., 2008; 

THAKUR & SOHAL, 2013) e o agente biológico Milsana (extrato de Reynoutria 

sacalinensis; KHH BioScience), dentre outros (VERHAGEN et al., 2006).  

O desenvolvimento da SAR é frequantemente associado com várias 

respostas de defesa celular, como a síntese de proteínas-RP, fitoalexinas e acúmulo 

de espécies ativas de oxigênio, rápida alteração na parede celular e aumento na 

atividade de várias enzimas relacionadas à defesa (THAKUR & SOHAL, 2013). 

A indução de SAR é acompanhada pelo acumulo local e sistêmica de níveis 

endógenos do hormônio vegetal ácido salicílico (AS), seguido pela expressão de 

genes-RP (VERHAGEN et al., 2006). A importância do acúmulo de AS para a 

expressão da SAR foi demonstrada pelo uso de plantas trangênicas NahG. Estas 

plantas expressam o gene bacteriano nahG salicilato hidroxilase, fazendo delas 

incapazes de acumular AS (GAFFNEY et al. 1993 citado por VERHAGEN et al., 

2006). Plantas NahG não apresentam resposta de SAR. A aplicação exógena de 

AS, ou um de seus análogos funcionais BTH ou INA, permite a completa expressão 

da SAR.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.1. Comparação entre as duas formas melhor caracterizadas da indução de resistência em 
plantas, ambas levam a respostas fenotípicos semelhantes. Resistência sistêmica adquirida, induzida 
pela exposição da raiz ou tecidos foliares a elicitores abióticos ou bióticos, é dependente do 
fitohormônio salicilato (ácido salicílico), e associada com o acúmulo de proteínas relacionadas com a 
patogénese (RP). Resistência sistêmica induzida, induzida pela exposição das raízes a estirpes 
específicas de rizobactéria promotoras do crescimento de plantas, é dependente do fitormônios 
etileno e jasmonato (Ácido jasmónico) , independente de salicilato, e não está associada com o 
acúmulo de proteínas RP (ou transcritos). No entanto, ambas as respostas estão interligados 
molecularmente, tal como demonstrado pela sua dependência de uma versão funcional do gene 
NPR1 em Arabidopsis thaliana (adaptada de Vallad & Goodman, 2004). 
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A ISR, geralmente chamada de resistência sistêmica induzida por 

rizobactéria, tem sido demonstrada em diferentes espécies vegetais contra diversos 

patógenos. A expressão da ISR independe da presença de AS (VERHAGEN et al., 

2006), sendo que a sinalização nesse caso, depende da presença dos hormônios 

vegetais ácido jasmônico e etileno (CHOUDHARY et al, 2007).  

A ISR é potencializada por bactérias promotoras de crescimento em plantas 

(PGPR), das quais, as mais bem caracterizadas pertencem ao gênero 

Pseudomonas. Diferentemente da SAR, a ISR não envolve o acúmulo de PR-

proteínas (CHOUDHARY et al, 2007). 

 

2.2.1 Elicitores 

 

 A Figura 2.2., adaptada de Thakur & Sohal (2013), apresenta as reações de 

defesa desencadeadas por um elicitor biótico.  

Originalmente, o termo elicitor foi usado para moléculas capazes de induzir a 

produção de fitoalexinas, porém, atualmente é utilizado para os compostos 

estimulantes de qualquer tipo de defesa na planta (THAKUR & SOHAL, 2013). De 

acordo com Eder & Cosio (1994), o efeito de um elicitor é induzir toda uma série de 

respostas de uma maneira paralela ou sequencial. Segundo estes autores, os 

indutores de respostas de defesa da planta podem ser divididos em duas categorias, 

dependendo da sua fonte: sinais exógenos e endógenos. Indutores exógenos são os 

sinais primários em interações planta-patógeno. Proteínas, glicoproteínas, 

oligossacarídeos, ácidos graxos, e seus derivados foram identificados como 

possíveis indutores exógenos. Elicitores endógenos são componentes do sistema de 

transdução de sinal intercelular de plantas. 

Os elicitores podem ser espécie-específicos, que são moléculas codificadas 

por genes de avirulência (Avr) do patógeno, ou não ser espécie-específicos, como 

fragmentos de parede celular da planta liberados durante o processo de infecção, 

que provocam uma resposta de defesa para minimizar a doença (WIT, 2007). 

Elicitores parecem ser reconhecidos pelas células da planta via interações 

com receptores específicos na membrana plasmática. Presume-se que as interações 

elicitor-receptor geram sinais que então ativam genes no núcleo da célula, 

envolvidos nas reações de defesa da planta (YOSHIKAWA et al., 1993). Diversos 

eventos de sinalização ocorrem após a percepção do elicitor, incluindo a fosforilação 
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reversível de proteínas, mudanças na atividade de proteínas de membrana, 

variações nas concentrações de cálcio livre no citossol e no núcleo, e produção de 

óxido nítrico e espécies reativas de oxigênico. Estes eventos ocorrem dentro dos 

primeiros minutos até poucas horas depois da percepção do elicitor. A ocorrência de 

diferentes eventos de sinalização permite a amplificação da transdução de sinal e 

garante a obtenção de reações de defesa efetivas (GARCIA-BRUGGER et al., 

2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os agentes capazes de induzir resistência em plantas podem apresentar 

natureza química variada, demonstrando a não existência de característica estrutural 

única na determinação da atividade elicitora (STANGARLIN et al., 1999). Uma 

classificação frequentemente adotada para os elicitores é a baseada na fonte da 

molécula elicitora, distinguindo-se entre elicitores bióticos e abióticos. Enquanto a 

primeira classe inclui todas as moléculas derivadas de microrganismos vivos, a 

segunda classe inclui fatores ambientais de estresse, como luz UV e metais 

pesados, além de compostos químicos com ação similar a hormônios ou moléculas 

sinalizadoras na planta (LANCIONI, 2009). 

Figura 2.2 Respostas imunes primárias da planta na interação planta – patógeno (adaptada de 

Thakur & Sohal (2013)). 
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2.2.1.1 Elicitores de Origem Biótica 

 

Uma grande diversidade de agentes tanto de origem biótica como abiótica 

estão relacionados às respostas de defesa induzida em plantas (KUC, 2001). Em 

relação aos agentes de origem biótica pode-se citar diversos compostos presentes 

em extratos vegetais (RODRIGUES et al., 2007), extratos fúngicos (IURKIV, 2009; 

TOILLER et al., 2010), leveduras (STANGARLIN et al., 2010), rizobactérias 

promotoras de crescimento de plantas – RPCP (COMPANT et al., 2005), além de 

raças não virulentas do patógeno (MONOT et al., 2002), assim como o próprio 

patógeno inativado pelo calor (BACH et al., 2003).  

O Agro-Mos®, desenvolvido pela Improcrop do Brasil, é um 

mananoligossacarídeo fosforilado derivado da parede celular da levedura 

Saccharomyces cerevisae que tem demonstrado eficiência no controle de doenças 

em plantas (DANTAS et al., 2004). Camilo et al. (2010b) estudando a eficiência de 

diferentes indutores de resistência na incidência de vassoura-de-bruxa no cacaueiro, 

verificaram redução no número de ramos infectados pela aplicação de Agro-MOS®. 

De forma semelhante, Dantas et al. (2004) obtiveram resultados satisfatórios quanto 

a aplicação de Agro-MOS® na proteção de frutos de mamão contra antracnose, 

podridão de Lasiodiplodia e podridão-de-fusarium.  A eficiência da aplicação deste 

derivado de S. cerevisiae parece estar associada a ativação de enzimas 

relacionadas à indução de resistência, de forma que alguns pesquisadores 

obtiveram correlação positiva quanto ao controle da doença e a atividade 

enzimática, como é o caso de Gouvea et al. (2009), os quais verificaram que a 

aplicação Agro-MOS® teve efeito contra mancha-de-dendrofoma em morangueiro, 

com aumento significativo na atividade de quitinases e glucanases. Camilo et al. 

(2010a) verificaram aumento na atividade das enzimas quitinases, β-1,3 glucanases, 

peroxidases e polifenoloxidases pela aplicação de Agro-MOS® em plantas de 

cacaueiro infectadas com Moniliophthora perniciosa. 

Bacillus cereus é uma bactéria habitante do solo e um patógeno humano 

oportunista (HELGASON et al., 2000), sendo considerada uma bactéria promotora 

de crescimento vegetal (BPCV) (NIU et al., 2011). Dentre os mecanismos de ação 

das rizobactérias no solo, a competição por nutrientes, antibiose, produção de 

enzimas extracelulares e indução de resistência, são os mais citados para explicar o 

controle de patógenos de solo, como também de doenças foliares (ENEBAK & 
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CAREY, 2000). O gênero Bacillus é caracterizado por espécies aeróbicas 

formadoras de endósporos, sendo que várias delas ocorrem em solos cultivados e 

contribuem direta ou indiretamente na produção agrícola (KUMAR et al., 2011). 

Resistência induzida por BPCV tem sido demonstrada contra fungos, bactérias e 

vírus em Arabidopsis, feijão, cravo, pepino, rabanete, fumo e tomate. Diferentes 

isolados diferem quanto a sua habilidade em induzir resistência em diferentes 

espécies de plantas, assim como as plantas apresentam variação em relação a 

expressão de resistência sob indução por isolados específicos (VAN LOON et al., 

1998). Choudhary & Johri (2008) realizaram uma revisão quanto à indução de 

resistência por Bacillus spp. em plantas cultivadas, com ênfase nos mecanismos e 

possível aplicação da indução de resistência no biocontrole de patógenos. Vários 

isolados de Bacillus cereus, dentre outras espécies do mesmo gênero, são 

conhecidos como potenciais elicitores de ISR e exibem redução significativa na 

incidência ou severidade de diversas doenças em diferentes hospedeiros 

(CHOUDHARY & JOHI 2008; KLOEPPER et al. 2004). Niu et al. (2011), verificaram 

que B. cereus AR156 desencadeia ISR em Arabidopsis thaliana, ativando 

simultaneamente as vias de sinalização salicilato-dependente e jasmonato/etileno-

dependente, conduzindo a um efeito aditivo sobre a nível de proteção induzida. 

Halfeld-Vieira et al. (2006), verificaram a capacidade de B. cereus em controlar 

diversas doenças no tomateiro, e atribuíram tal efeito à ISR, considerando a 

ausência do mecanismo de antibiose contra o patógeno, o aumento significativo dos 

níveis de peroxidases em plantas expostas ao tratamento e a sistemicidade da 

proteção. 

 

2.2.1.2 Elicitores de Origem Abiótica 

 

Diversos compostos de origem abiótica também são relacionados à respostas 

de indução de resistência em plantas, como é o caso do ácido salicílico (AS) (CHEN 

et al., 1993), fosfitos (RIBEIRO JUNIOR et al., 2006), acibenzolar-S-metil 

(OOSTENDORP et al., 2001), ácido D-Laminobutírico (BABA) (ZIMMERLI et al., 

2000), medicamentos homeopáticos (TOLEDO, 2009), diferentes comprimentos de 

onda luminosos (KHANANM et al., 2005). 

O ácido salicílico (AS) representa o primeiro composto derivado de plantas 

demonstrado como indutor de resistência sistêmica adquirida. Posteriormente, um 
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análogo do AS, o ácido 2,6 dicloroisonicotínico (INA), foi o primeiro composto 

sintético indutor de resistênicia. Entretanto, tanto o AS como o INA são fitotóxicos 

para a maioria das plantas cultivadas e, em conseqüência, não têm potencial para 

uso comercial como protetores (ARAÚJO et al, 2005). Mais recentemente, outro 

análogo do AS, o acibenzolar-S-metil (éster S-metil do ácido benzo-1,2,3-tiadiazole-

7 carbotióico), um composto do grupo benzotiadiazole, revelou-se um potente 

indutor de resistência, conferindo proteção em condições de campo contra um amplo 

espectro de patógenos e em diversas espécies de plantas cultivadas (GORLACH et 

al., 1996, KUNZ et al., 1997). O ASM não possui propriedades antimicrobianas, em 

vez disso, aumenta a resistência a doenças de culturas à campo através da ativação 

das vias de transdução de sinal SAR em várias espécies de plantas (THAKUR & 

SOHAL, 2013). Testes in vitro demonstraram que nem ASM nem seus metabólitos 

apresentaram atividade antimicrobiana (RYALS et al., 1996). 

A efetividade de ASM no controle de doenças em plantas já foi demonstrada 

para doenças virais, como no caso de ToMV e TMV em tomate e fumo 

(MADHUSUDHAN et al., 2008), para doenças bacterianas, como no caso de cancro 

bacteriano em tomate (SOYLU et al., 2003), para doenças fúngicas, como no caso 

de murcha-de-Verticillium em cacaueiro (CAVALCANTI & RESENDE, 2005), e para 

doenças causadas por nematóides, como no caso de Meloidogine incognita em 

tomate (SILVA et al., 2004). 

 

2.2.2 Custos da Indução de Resistência 

 

Considerando a natureza do fenômeno de indução de resistência, onde 

ocorre a defesa da planta contra o patógeno através da ativação de mecanismos de 

defesa latentes, é possível, após uma rápida reflexão, concluir quanto a existência 

de custos relacionados a esta ativação. Heil & Baldwin (2002) definiram que o custo 

da resistência induzida é todo efeito negativo sobre a adaptabilidade da planta que 

resulta da expressão de características de defesa. Os tipos de custos mais 

comumente discutidos e relatados são os custos de alocação ou adaptativos (KUHN 

& PASCHOLATTI, 2010), custos ecológicos e custos genéticos. O primeiro resulta 

da realocação de custos, por exemplo, alocação de recursos limitados para a defesa 

da planta, os quais então não poderão ser utilizados para o crescimento ou outros 

processos de desenvolvimento relevantes (HEIL, 2001). Custo ecológico, em 
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contraste, ocorre quando a expressão da defesa afeta negativamente as interações 

ecológicas da planta com seu ambiente. A expressão de resistência a 

microrganismos patogênicos pode, por exemplo, prejudicar as interações da planta 

com fungos micorrízicos ou rizóbios. Custo genético ou pleiotrópico, ocorre quando 

os genes de resistência – apesar de promover a defesa da planta – afetam 

negativamente processos relevantes do metabolismo (WALTERS & HEIL, 2007). 

Custos adaptativos e genéticos, definidos como custos “internos”, dependem 

e afetam o ambiente de uma planta, interferindo diretamente nos custos ecológicos. 

Esta interação aponta para uma estreita relação entre eles, o que origina os custos 

da indução de resistência (HEIL, 2002). Os custos, “internos” e ecológico são 

evolutivamente relevantes, tendo em vista que todos afetam o processo de 

desenvolvimento e consequentemente o desempenho da planta em condições 

naturais. No entanto tem sido observado progresso rápido na detecção de custos 

genéticos e adaptativos (HEIL, 2002), enquanto os custos ecológicos têm recebido 

pouca atenção (WALTERS & HEIL, 2007). 

 

2.2.2.1 Custos Adaptativos da Indução de Resistência 

 

 De acordo com Iriti & Faoro (2006), os custos adaptativos da resistência 

induzida tornam-se evidentes somente quando as defesas são induzidas sob 

condições em que processos envolvidos no crescimento da planta são forçados a 

competir com os exigidos pela SAR. Isso, porque a alocação de recursos internos 

das plantas para processos de crescimento (metabolismo primário) e compostos de 

defesa (metabolismo secundário) é determinada pela competição por substratos 

comuns e energia (GAYLER et al., 2004; HEIL et al., 2000). 

 Um modelo para demonstrar o balanço energético na planta foi proposto por 

Gayler et al. (2004), onde assimilados são disponibilizados através da fotossíntese, 

e utilizados para o crescimento produzindo biomassa estrutural. Parte dos 

assimilados é carreada para gerar defesas constitutivas e o excedente é conduzido 

para tecidos de reserva. Quando a planta necessitar, estes fotoassimilados são 

carreados para a defesa induzível e se a disponibilidade dos mesmos for baixa, 

pode ocorrer a inversão por parte das reservas, e estas, voltam a ser disponíveis 

(BARROS et al., 2010). Deve-se, contudo, considerar as condições do ambiente em 

que ocorre a indução e que consequentemente tem influencia decisiva sobre ela, 
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neste contexto Gayler et al. (2008) demonstraram que, em relação à alocação de 

recursos para formação de compostos secundários, diferentes respostas são obtidas 

dependendo do estágio fenológico da planta e adubação nitrogenada, revelando que 

as estratégias de defesa da planta podem mudar com o estágio de desenvolvimento 

da mesma. Walters et al. (2008) também verificaram efeito quanto a pressão de 

inóculo da doença, de acordo com os autores, efeitos sobre a taxa de crescimento 

da planta e produção de grãos são dependentes da pressão de inóculo, com 

aumentos significativos nestes parâmetros observados apenas em plantas sob 

pressão elevada da doença. Entretanto, na ausência de infecção por patógeno, não 

houve efeito significativo na taxa de crescimento da planta e produção de grãos, 

indicando o benefício do efeito priming. Priming é definido como processo envolvido 

na mobilização de respostas de defesa celular quando da tentativa de infecção pelo 

patógeno (CONRATH et al., 2002), ou seja, a mobilização ocorre na planta induzida 

apenas após o contato com o agente patogênico. Há, portanto, neste caso, uma 

restrição temporal quanto a expressão dos genes de defesa. Tal restrição pode ter 

influências importantes sobre a evolução de características de defesa das plantas, 

bem como sobre a exploração das defesas naturais na proteção das culturas 

agrícolas (HEIL, 2001). 

Contudo, efeito negativo do processo de indução tem sido obtido por alguns 

autores. Heil et al. (2000), avaliando os custos adaptativos envolvidos na indução de 

resistência em trigo pela aplicação de BION, verificaram que plantas tratadas 

alcançaram menor biomassa em relação as plantas controle, desenvolvendo menos 

perfilhos e espigas e consequentemente produzindo menor número de sementes. 

Os autores interpretaram tais resultados como consequência da alocação dos 

custos. Tais custos poderiam resultar da competição metabólica entre processos 

envolvidos no crescimento da planta e na síntese de compostos relacionados à 

defesa. 

 

2.2.2.2 Custos Ecológicos da Indução de Resistência 

 

Walters & Heil (2007) consideram a ocorrência de um custo ecológico 

relacionado à indução de resistência, capaz de causar efeitos negativos quanto às 

interações mutualísticas entre plantas e outros organismos. Sendo que a resistência 

contra microrganismos possui um amplo espectro, a indução de resistência é 
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propensa a interagir nas relações entre planta e microrganismos. Desta forma, as 

respostas de defesa de plantas induzidas podem bloquear os efeitos benéficos de 

interações planta-microrganismos e resultar em efeitos negativos no crescimento da 

planta (LIAN et al., 2000).  

Respostas negativas já forma relatadas quanto ao efeito de microrganismos 

simbiontes sobre a efetividade do tratamento indutor. Sonnemann et al. (2005) 

observaram efeito negativo da inoculação do fungo micorrízico Glomus etunicatum 

na efetividade de acibenzolar-S-metil no controle de míldio em cevada. 

È possível também que a indução de resistência contra o patógeno possa 

produzir efeitos negativos sobre microrganismos benéficos (WALTER & HEIL, 2007), 

como foi demonstrado por Vierheilig et al. (1994), a colonização radicular de 

diferentes espécies pelo fungo micorrízico Glomus mosseae foi prejudicada pelo 

aumento na atividade enzimática de β-1,3-glucanase.  

Em relação à Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal, alguns estudos 

divergem quanto à influência de tratamentos indutores sobre esses microrganismos. 

Lian et al. (2000) observaram redução no número e matéria seca de nódulos e 

crescimento de plantas de soja quando da aplicação exógena de Ácido Salicílico na 

concentração de 5mM. No entanto, Zanardo (2009) observou que o tratamento com 

Saccharomyces cerevisiae, Bion e Agro-Mos não afetou a nodulação de raízes por 

Bradirhizobium elkanii, massa fresca e seca dos nódulos e parte aérea de plantas de 

soja. 

 

2.3 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL 

 

Muitas das bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) são 

rizobacterias, e são assim denominadas por colonizarem agressivamente o sistema 

radicular das plantas (MELO, 1998). Em virtude da sua capacidade de adaptação 

fisiológica e versatilidade metabólica, rizobactérias são agentes fundamentais de 

mudanças em agroecossistemas. As interações entre o sistema radicular e as 

rizobactérias tem um efeito profundo sobre a sanidade das culturas, rendimento e 

qualidade do solo. Através da liberação seletiva de exsudados, as plantas sustentam 

uma comunidade de bactérias específicas na região radicular. Por sua vez, as 

rizobactérias são capazes de gerar uma grande variedade de metabólitos 
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secundários que podem ter uma influência positiva sobre as plantas, facilitando o 

seu estabelecimento, crescimento e desenvolvimento (STURZ & CHRISTIE, 2003).  

Cerca de 25% das bactérias na rizosfera possuem efeitos benéficos às 

plantas, melhorando o crescimento ou suprimindo doenças (Walters & Heil, 2007). 

Tais efeitos podem resultar do fornecimento direto de nutrientes ou hormônios para 

as raízes, ou através da supressão de microrganismos nocivos via competição ou 

secreção de compostos tóxicos (STURZ & CHRISTIE, 2003).   

São variados os mecanismos de ação das BPCV e os efeitos sobre o 

desenvolvimento das plantas, dentre eles, destacam-se a antibiose, produção de 

sideróforos, produção de reguladores vegetais, solubilização de fosfatos, fixação 

biológica de nitrogênio e indução de resistência (MELO, 1998; BASHAN & DE 

BASHAN, 2005). A Figura 2.3. apresenta importantes mecanismos de promoção de 

crescimento atribuídos a BPCV (KUMAR et al., 2011) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em 1991 a BPCV Pseudomonas sp foi reportada quanto a capacidade de 

induzir resistência sistêmica em plantas de cravo contra Fusarium oxysporum f. sp. 

dianthi através da síntese e acúmulo de fitoalexinas (VAN PEER et al., 1991). A 

indução de diferentes mecanismos de resistência vem sendo reportada em estudos 

Figura 2.3 Ilustração esquemática de importantes mecanismos conhecidos para promover o 
crescimento da planta por BPCV. Diferentes mecanismos podem ser amplamente estudado sobre (1) 
Biofertilização, e (2) Biocontrole de agentes patogénicos. Biofertilização engloba: (a)  fixação de N2 , 
(b) produção sideroforos, (c) solubilização P inorganico por rizobactérias. Biocontrole envolve: (a) 
antibiose, (b) secreção de enzimas líticas, e (c) Indução de Resistência Sistêmica (ISR) da planta 
hospedeira por BPCV. 
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com BPCV, incluindo a indução de enzimas relacionadas à patogênse (PR-

proteínas) e/ou regulando a atividade de enzimas situadas em pontos chaves do 

metabolismo secundário da planta (PASCHOLATI & LEITE, 1994), como foi 

observado por Govindappa et al. (2014), que observaram incremento na atividade 

das enzimas lipoxigenase, polifenilalanina amonia-liase, peroxidase, polifenoloxidase 

e β-1,3 glucanase no tecido foliar de plantas de cártamo microbiolizadas com 

rizobactérias e inoculadas com Cercospora carthami . 

 

2.3.1 Azospirillum brasilense 

 

 A denominação Azospirillum brasilense foi proposta por Tarrand et al. em 

1978, após reclassificação da espécie Spirillum lipoferum, inicialmente descrita por 

Beijerinck em 1925 (citado por AHMED, 2010). 

 Azospirillum é um gênero de bactérias de vida livre, promotoras de 

crescimento em plantas, e tem sido constantemente isolada da rizosfera de diversas 

espécies gramíneas, cereais e outras culturas de diversas regiões do mundo, tanto 

de clima temperado ou tropical (STEENHOUDT & VANDERLEYDEN, 2000). 

Bactérias do gênero Azospirillum são gram negativas e móveis, possuindo um único 

flagelo polar, quando cultivada em meio líquido ou, numerosos flagelos laterais, 

quando cultivada em meio sólido (HALL & KRIEG, 1984). 

O gênero Azospirillum é caracterizado por espécies diazotróficas associativas, 

ou seja, que contribuem para o crescimento da planta sem a formação de estruturas 

diferenciadas, não estabelecendo uma simbiose (EVANS & BURRIS, 1992). Os 

microrganismos desse gênero colonizam tanto o interior quanto a superfície das 

raízes de várias gramíneas forrageiras e cereais (DOBEREINER & BALDANI, 1982), 

e por isso, denominados endófitos facultativos (BALDANI et al., 1997). 

Muitos estudos têm demonstrado que o Azospirillum estimula o crescimento e 

a produtividade de várias espécies de plantas, sendo muitas delas com grande 

relevância agronômica e ecológica (HUNGRIA, 2011). Em um levantamento de 

ensaios conduzidos por 20 anos, Okon & Labandera-Gonzales (1994) relataram que 

em 60% a 70% dos experimentos foram obtidos incrementos na produtividade 

devido à inoculação, com aumentos estatisticamente significativos na ordem de 5% 

a 30%.  



19 

 

Diversos mecanismos têm sido relacionados aos efeitos benéficos da 

associação de A. brasilense com diversas culturas.  O incremento em área de 

superfície radicular, provocado pelo aumento significativo no comprimento dos pêlos 

radiculares em Arabidopsis thaliana foi demonstrado por Dubrovsky et al. (1994), 

sendo que os autores atribuíram a isso, o aumento na absorção de minerais e 

consequentemente o efeito BPCV de Azospirilum brasilense. 

A fixação biológica de nitrogênio é outra característica do gênero Azospirillum. 

Cerca de 65% do N fixado anualmente no planeta se dá através da fixação biológica 

de nitrogênio atmosférico (FBN) (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). A. brasilense é 

uma espécie de bactéria capaz de converter ou reduzir enzimaticamente o nitrogênio 

da atmosfera em amônia, e por isso denominada diazotrófica (MARIN et al, 1999).  

 Além dos benefícios relacionados à FBN, é atribuído ao Azospirillum a 

produção de fitohormônios que estimulam o crescimento das raízes de diversas 

espécies de plantas (HUNGRIA, 2011). Tien et al. (1979) verificaram que os 

componentes responsáveis pelo estímulo do crescimento de raízes liberados por A. 

brasilense eram ácido indol-acético (AIA), giberilinas e citocininas. 

 Outro efeito benéfico atribuído a A. brasilense é a capacidade de induzir 

resistência contra patógenos e insetos. Santos et al. (2014) observaram que a 

inoculação de A. brasilense em plantas de milho conferiu proteção contra o ataque 

de larvas de Diabrotica speciosa. Tortora et al. (2011), verificaram acumulo de AS e 

indução de genes de defesa em plantas de morango inoculadas com A. brasilense 

REC3, tendo sido eficiente na indução de resistência contra antracnose causada por 

Colletotrichum acutatum M11. O acúmulo de AS e consequente indução de 

resistência também foi observado por Alen'kina et al. (2012) em raízes de plântulas 

de trigo. 

 

2.4 TRIGO 

 

 Devido ao seu alto valor nutritivo, o trigo é consumido nas mais diversar 

regiãoes do mundo (ACHARYA et al., 2011). 

 A produção mundial de trigo para o ano/safra 2012/2013 foi de 658,7 milhões 

de toneladas, sendo os principais produtores: União Europeia (133,9 mi ton), China 

(121 mi ton) e Índia (94,8 mi ton). Quanto à exportação, destacam-se Estados 
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Unidos, Austrália e Canadá. E em relação à importação destaca-se a região norte da 

Àfrica, especialmente Egito (USDA, 2015). 

A produção nacional de trigo para o ano de 2011 foi de 5,6 milhões de 

toneladas, com rendimento médio de 2,7 mil kg/ha. A região sul é responsável por 

aproximadamente 95% da produção nacional, com destaque para os estados do 

Paraná (48%) e Rio Grande do Sul (43,5%) (IBGE, 2012). Considerando que as 

condições climáticas são desfavoráveis ao cultivo do cereal no Brasil, boa parte do 

trigo consumido no país é importado. Para o ano de 2012/2013, o Brasil importou 

aproximadamente 7,4 mi ton de trigo (USDA, 2015). 

Estimativas do Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento prevêem 

uma taxa de aumento de consumo do trigo de 1,31% ao ano. Ainda assim, acredita-

se na possibilidade de redução das importações, uma vez que o Brasil vem 

investindo na autossuficiência da produção interna do cereal. Em 2009, a política de 

incentivos lançada pelo ministério propiciou aumento de 50% em relação à safra do 

ano anterior (MAPA, 2015). Conforme dados do Ministério da Agricultura Pecuária e 

Abastecimento a produção interna de trigo projetada para 2018/2019 é de 7,89 

milhões de toneladas, enquanto o consumo é estimado em 12,25 milhões de 

toneladas (MAPA, 2015). 

 

 2.4.1 Mancha Marrom ou Helmintosporiose em Trigo 

 

  Dentre as principais doenças fúngicas da cultura do trigo destaca-se a 

helmintosporiose, causada pelo fungo Cochliobolus sativus (Ito & Kurib.), Drechs. ex. 

Dastur, anamorfo: Bipolaris sorokiniana (Sacc in. Sorok) Shoem (REIS et al., 2005). 

O fungo C. sativus é o telemorfo (fase sexual) de B. sorokiniana (anamorfo), que é o 

agente causal da ampla variedade de doenças. B. sorokiniana pertence à divisão 

Eumycota, subdivisão Deuteromycotina, classe Hyphomycetes, subclasse 

Sporomycetidae, Ordem Moniliales e família Dematiaceae. Após a descoberta do 

estágio perfeito, C. sativus, o fungo foi transferido para a subdivisão Ascomycotina, 

Classe Loculoascomycetes, Ordem Pleosporales e família Pleosporaceae 

(ACHARYA et al., 2011). 

A helmintosporiose pode ocorrer em qualquer parte ou estádio de 

desenvolvimento da planta de trigo. Quando ataca as raízes de trigo, recebe o nome 

de podridão comum das raízes, nas folhas é comumente denominada mancha 
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marrom, nos grãos causa a “ponta-preta”, o patógeno causa também morte de 

plântulas (FERNANDES et al., 1999; ACHARYA et al., 2011; KUMAR et al., 2002). 

Os sintomas da mancha marrom iniciam com pequenas manchas ovais (3-4 mm), de 

coloração marrom-escuro a negra, em folhas, bainhas e colmos. Essas manchas 

aumentam de tamanho e tornam-se tipicamente elípticas com abundante 

esporulação. Devido à formação de numerosos conídios castanho-escuros, as 

lesões aparecem quase negras. Quando as lesões coalescem, a folha toda fica 

crestada e seca prematuramente (MEHTA, 1978; DUVEILLER & DUBIN, 2002). 

 Bipolaris sorokiniana é um fungo saprófita e sobrevive principalmente como 

conídios de paredes espessas. Nas sementes, o patógeno sobrevive tanto 

externamente, como conídios, quanto internamente na forma de micélio, bem como 

em resíduos de culturas infectadas, plantas voluntárias, hospedeiros secundários e 

conídios dormentes livres no solo (REIS, 1991). A fase sexual do fungo não é 

importante para o ciclo da doença (ACHARYA et al., 2011), sendo que na natureza, 

a ocorrência do teleomorfo foi relatado apenas na Zambia (DUVEILLER & DUBIN, 

2002). 

De acordo com Acharya et al. (2011), o desenvolvimento e severidade da 

doença estão diretamente relacionados à densidade de semeadura, irrigação, baixa 

fertilidade do solo, semeadura superficial, fase de crescimento da cultura, chuva ao 

final do ciclo da cultura, estresse térmico durante a fase de enchimento de grãos, 

alta temperatura e umidade relativa. As perdas causadas por esta doença podem 

chegar a até 80% (REIS et al., 2005).  

A mancha marrom é provavelmente a mais importante doença foliar de trigo 

nas regiões de alta temperatura e alta umidade relativa onde o cereal é cultivado 

(DUVEILLER & DUBIN, 2002; REIS et al., 2005). Tais regiões são classificadas 

como ME5B de acordo com o Plano Estratégico do Centro Internacional de 

Mejoramiento de Maíz y Trigo (CIMMYT), que adotou a classificação das regiões de 

cultivo do cereal conforme suas características próprias e estabelecendo 12 Mega 

Ambientes (ME) (RAJARAM et al., 2002). Kumar et al. (2002) citam dois fenômenos 

que devem ser considerados em relação a ocorrência e distribuição da doença, um 

deles relacionado a demanda crescente de alimento, o que fez com que trigo se 

estendesse para áreas não tradicionais de produção, outro refere-se à capacidade 

de aclimatação do patógeno à ambientes frios. Na Figura 2.4 observa-se a 

distribuição da doença pelos diferentes continentes. 
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O controle integrado da doença é o melhor método de controle da mancha-

marrom, integrando o uso de: praticas culturais, rotação de culturas, tratamento de 

sementes, controle biológico, fungicidas e variedades resistentes (ACHARYA et al., 

2011). De acordo com Kumar et al. (2002), considerando-se a distribuição do cultivo 

de trigo para áreas não tradicionais de produção, faz-se necessário lançar mão de 

estratégias de controle para evitar as perdas causadas pelas doenças. Os autores 

citam, como alternativas promissoras, a utilização da indução de resistência e a 

utilização de microrganismos promotores de crescimento em plantas. 

AMINUZZAMAN & HOSSAIN (2007) observaram redução da severidade de mancha 

marrom e aumento no rendimento de grãos de trigo, quando tratado com 

acibenzolar-S-metil e em combinação deste com Propiconazole ou Azoxystrobin. 

Figura 2.4.  Mapa de distribuição de Bipolaris sorokiniana no mundo (adaptado de KUMAR et al., 2002). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 ENSAIO IN VITRO 

 

3.1.1 Inibição do Crescimento Micelial e da Esporul ação de B. sorokiniana 

 

Os tratamentos ASM (200 mg produto comercial Bion® L-1), MOS (5 mL produto 

comercial AgroMos® L-1), B. cereus (108 ufc mL-1) e água, foram incorporados em meio 

de cultivo BDA (batata dextrose ágar) autoclavado a 120oC e 1 atm por 20 min. Uma 

hora após o meio ter sido vertido em placas de Petri, um disco de 7 mm de diâmetro 

contendo micélio de B. sorokiniana, com 7 dias de idade em BDA, foi transferido para 

o centro de cada placa, as quais foram vedadas com filme plástico e mantidas no 

escuro a 25oC. As avaliações foram realizadas através de medições diárias do 

diâmetro das colônias (média de duas medidas diametralmente opostas), 24h após a 

instalação do experimento e perduraram até o momento em que as colônias atingiram 

3/4 da superfície do meio de cultura (STANGARLIN et al., 1999). Ao término do 

bioensaio foi avaliada a esporulação de cada uma destas colônias. Para isto, foi 

preparada uma suspensão de esporos, obtida através da adição de 10 mL de água 

em cada placa, seguida de raspagem da colônia e filtragem em gaze, sendo 

determinado o número de conídios com auxílio de uma câmara de Neubauer ao 

microscópio ótico. Os resultados são expressos em número de esporos cm2 de colônia 

(FRANZENER et al., 2003).  

 

3.2 ENSAIO IN VIVO 

 

3.2.1 Localização do Experimento 

 

O experimento foi conduzido sob cultivo protegido, na Estação de Horticultura 

e Cultivo Protegido ¨Prof. Dr. Mário César Lopes¨, a qual pertence ao Núcleo de 

Estações Experimentais da Universidade Estadual do Oeste do Paraná – UNIOESTE, 

Campus de Marechal Cândido Rondon – PR. A estação está localizada nas 

coordenadas 54º 22' W longitude, latitude 24º 46'S e altitude de 420 m.  
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3.2.2 Delineamento Experimental 

 

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso em esquema fatorial 4 x 

2 x 2, com quatro repetições. O primeiro fator “Indutores de Resistência” foi constituído 

pelos indutores acibenzolar-S-metil (ASM) (200 mg L-1 do produto comercial Bion®), 

mananoligossacarídeo fosforilado (5 ml L-1 do produto comercial Agro-Mos®), B. 

cereus (108 ufc mL-1) e a testemunha água. O segundo fator “Patógeno” foi constituído 

pela presença ou ausência do patógeno B. sorokiniana (104 conídios mL-1) (TRILLER 

& MEHTA, 1997). O terceiro fator “BPCV” constituiu-se pela presença ou ausência da 

bactéria promotora de crescimento vegetal A. brasilense AbV5+AbV6 (4 mL por 1.000 

sementes do produto comercial Nitro1000 Gramíneas).  

A parcela experimental foi constituída por um vaso contendo 5 plantas, 

totalizando 64 vasos.  

Foram realizados três ensaios, dois deles no período de 20 de março a 20 de 

julho de 2014, tendo sido realizadas as coletas para análises bioquímicas, avaliação 

dos parâmetros biométricos, componentes de produção, trocas gasosas e 

quantificação de A. brasilensis; e um deles no período de 20 de março a 20 de maio 

de 2015, para avaliação da severidade da doença. 

 

3.2.3 Ambiente Experimental 

 

 Os ensaios foram conduzidos em casa de vegetação sob ambiente semi 

controlado através de sistema automatizado, mantendo-se a temperatura máxima em 

torno de 21oC. As irrigações foram realizadas manualmente sempre que necessário, 

mantendo o solo próximo à capacidade de campo (BONFIM-SILVA et al., 2011). 

Foram utilizados vasos de polietileno, cilíndricos, com capacidade para 8 

dm3 de substrato. O substrato utilizado foi composto de uma mistura de solo e areia 

na proporção de 2:1. O solo utilizado nos ensaios foi coletado no horizonte A de um 

LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico (SANTOS et al., 2013) com textura argilosa 

(578,0 g kg-1 de argila). A adubação foi realizada conforme recomendação de Waugh 

& Fitts (1966), sendo adicionados 687 mg dm-3 de P2O5 na forma de superfosfato 

simples, 180 mg dm-3 de K2O na forma de cloreto de potássio e 97 mg dm-3 de N na 

forma de ureia. 
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3.2.4 Inoculação com A. brasilense e Semeadura 

 

A inoculação das sementes com A. brasilense foi realizada através da aplicação 

de 4 mL do produto comercial Nitro1000 Gramíneas (A. brasilense estirpes AbV5 + 

AbV6) para cada 1.000 sementes. A inoculação foi realizada pela adição direta do 

produto sobre as sementes, seguida de agitação constante dentro de sacos plásticos 

para distribuição homogênea do inoculante (LEMOS, 2011). As sementes inoculadas 

foram semeadas 24 h após a inoculação. 

Foram semeadas 12 sementes de trigo da variedade CD 150 por vaso e 10 dias 

após a emergência (DAE) foi realizado desbaste, mantendo cinco plantas por vaso.  

 

3.2.5 Aplicação dos Indutores de Resistência e Inoc ulação com B. sorokiniana 

 

Aos 25 DAE as plantas receberam os tratamentos indutores, sendo 

acibenzolar-S-metil (ASM) (200 mg L-1 do produto comercial Bion®), 

mananoligossacarídeo fosforilado (5 ml L-1 do produto comercial Agro-Mos®), B. 

cereus (108 ufc mL-1) e a testemunha água. 

 

 

 

Vinte e quatro horas após o tratamento, as plantas foram inoculadas com o 

patógeno B. sorokiniana (FRANZENER et al., 2003), o isolado utilizado foi fornecido 

pela Embrapa Trigo. A inoculação foi realizada utilizando-se um atomizador contendo 

uma suspensão de esporos de B. sorokiniana, obtidos de colônias com idade de 10 

Figura 3.1 Ambiente de cultivo e inoculação de B. sorokiniana. 
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dias, na concentração de 104 conídios mL-1 (TRILLER & MEHTA, 1997). À suspensão 

de esporos foi adicionado espalhante Tween-20 na proporção de 1 gota para 200 mL 

de suspensão (METHA et al., 1996). Após a inoculação, as plantas de trigo foram 

mantidas em câmara úmida por 15 horas (FRANZENER et al., 2003) e após esse 

período permaneceram em casa de vegetação. 

 

3.2.6 Avaliações 

 

3.2.6.1 Análises Bioquímicas 

 

Para as análises bioquímicas foram coletadas amostras de aproximadamente 

0,5 g de tecido foliar, cada uma proveniente de uma planta, para cada tempo de coleta 

(0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h após o tratamento). As amostras foram pesadas e 

congeladas para posterior análise. 

 

3.2.6.1.1 Determinação de enzimas relacionadas à defesa 

 

Obtenção da preparação enzimática 

 

 Amostras com peso de aproximadamente 0,5 g foram homogeneizadas em 4 

mL de tampão fosfato 0,01 M (pH 6,0) em almofariz de porcelana previamente 

resfriado e acrescentado 0,04 g de polivinil pirrolidona durante a maceração mecânica. 

O homogeneizado foi centrifugado a 20.000 g, a 4oC, durante 20 min. O sobrenadante 

obtido, considerado como a fração contendo as proteínas solúveis, foi armazenado a 

-18 oC para posteriores análises bioquímicas. 

 

Atividade de peroxidases 

 

A atividade de peroxidases foi determinada a 30oC, através do método 

espectrofotométrico direto (HAMMERSCHMIDT et al., 1982). A mistura da solução 

consistiu de 2,95 mL do substrato para enzima (306 µL de peróxido de hidrogênio p.a., 

12,5 mL de guaiacol 2% e 87,5 mL de tampão fosfato 0,01M (pH 6,0)) e 0,05 mL de 

preparação enzimática. A cubeta de referência continha 3 mL do substrato para 

enzima. A reação foi seguida em espectrofotômetro a 470 nm, pelo período de 2 min. 
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A atividade foi determinada pela variação ocorrida entre os valores extremos situados 

na faixa de incremento linear, e expressa em ∆ de abs. min-1 mg proteína-1. 

 

Atividade de fenilalanina amônia-liase 

 

 A atividade de fenilalanina amônia-liase foi determinada de acordo com a 

metodologia descrita por Umesha (2006), na qual 100 µL da preparação enzimática 

foi acrescida de 400 µL de tampão Tris-HCl 0,025 M (pH 8,8) e 500 µL de uma solução 

de L-fenilalanina 0,05 M (825,9 mg diluído em 100 mL de tampão Tris-HCl 0,025 M 

(pH 8,8)). Essa mistura foi incubada a 40oC durante 2 h. Ao final desse período 

adicionou-se 60 µL de HCl 5 M para cessar a reação, seguindo-se de leitura em 

espectrofotômetro a 290 nm. A atividade de fenilalanina amônia-liase consistiu da 

diferença entre a absorbância da mistura contendo amostra e do controle (100 µL de 

extrato protéico e 900 µL de tampão Tris-HCl 0,025 M (pH8,8)), a qual foi plotada em 

curva padrão para ácido trans-cinâmico (y = 0,0095x + 0,0255, onde y é a absorbância 

a 290 nm e x a concentração de ác. trans-cinâmico (µg)) e expressa em mg de ácido 

trans-cinâmico h-1 mg proteína -1. 

 

Atividade de β-1,3-glucanase 

 

 A atividade de β-1,3-glucanases foi determinada pela quantificação 

colorimétrica de açúcares redutores liberados a partir da laminarina (VOGELSANG & 

BARZ, 1993). A reação envolveu 100 µL da preparação enzimática, 50 µL de tampão 

fosfato de sódio 0,01M (pH 6,0) e 150 µL de laminarina (2 mg mL-1), a qual ocorreu a 

40ºC durante 1 h. O controle passou pelo mesmo processo, porém a adição de 

laminarina foi feita somente após a incubação. Os açúcares formados foram 

quantificados pelo método de Lever (1972), que consiste em extrair uma alíquota de 

30 µL da solução anterior e acrescentar a esta 1,5 mL da solução de hidrazida do 

ácido p-hidroxibenzóico 0,5% (HAPH) (0,5 g de hidrazida do ácido p-hidroxibenzóico 

diluída em 20 mL de HCl 0,5 M e acrescida de 80 mL de NaOH 0,5 M). A mistura foi 

mantida a 100oC durante 10 min, resfriada, e determinada a absorbância a 410 nm. A 

atividade de β-1,3-glucanases consistiu da diferença entre a absorbância da mistura 

contendo amostra e do controle, a qual foi plotada em curva padrão para glicose (y = 
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0,002x + 0,0046, onde y é a absorbância a 410 nm e x a concentração de açúcares 

redutores (µg)) e expressa em equivalente mg de glicose h-1 mg proteína-1. 

 

Determinação de proteínas totais 

 

 O teor de proteínas totais foi determinado pelo método de Bradford (1976), 

consistindo de 600 µL de tampão fosfato 0,01 M (pH 6,0), 200 µL de preparação 

enzimática e 200 µL de reagente de Bradford (250 mg de corante Coomassie Brillant 

Blue G-250, 125 mL de ácido fosfórico (H3PO4) e 125 mL de água destilada). Após 

adicionar o reagente sob agitação e incubar as amostras por 5 min, foi efetuada leitura 

em espectrofotômetro a 595 nm. Cada amostra foi formada por três réplicas. A cubeta 

de referência consistiu de 800 µL de tampão fosfato 0,01 M (pH 6,0) e 200 µL de 

reagente. A concentração de proteína foi determinada pelo emprego de curva padrão 

(y = 0,0483x + 0,0275, onde y é a absorbância a 595 nm e x a concentração de 

proteína (µg)). As atividades enzimáticas foram relacionadas aos teores de proteínas 

totais. 

 

3.2.6.2 Trocas Gasosas  

 

As avaliações de taxa de assimilação líquida de CO2 (A) (µmol CO2 m-2 s-1), 

transpiração foliar (E) (mmol H2O m-2 s-1), condutância estomática (g) (mol m-2 s-1), 

concentração interna de CO2 (Ci) (mmol m-2 s-1) foram realizadas utilizando-se um 

analisador portátil de fotossíntese por radiação infravermelha (Infra Red Gas 

Analyser – IRGA, modelo Li-6400XT, LiCor).  

As avaliações iniciaram-se no dia do tratamento com os indutores de 

resistência e perduraram por sete dias, sendo realizadas em folhas totalmente 

expandidas e expostas à luz solar direta, sempre entre o período das 9 e 11 h. 

A densidade de fótons do meio externo apresentou as seguintes médias do 

primeiro ao sétimo dia de avaliação, respectivamente: 183,95 µmol m–2 s–1, 167,59 

µmol m–2 s–1, 106,22 µmol m–2 s–1, 203,18 µmol m–2 s–1, 125,25 µmol m–2 s–1, 160,86 

µmol m–2 s–1 e 158,65 µmol m–2 s–1. A temperatura média entre o primeiro e sétimo 

dias de amostragem foram, respectivamente: 24oC, 27 oC, 23,5 oC, 28 oC, 24 oC, 29 oC 

e 27,5 oC. O fluxo de fótons (PPFD) mantido na câmara do IRGA foi de 1.200 µmol m–

2 s–1 nas duas avaliações. 
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3.2.6.3 Severidade da Doença 

 

 A severidade da doença foi determinada através da adaptação da escala 

diagramática proposta por Lenz et al. (2010), sendo atribuídos valores percentuais 

pelo avaliador de acordo com a área foliar comprometida pela doença. As avaliações 

foram realizadas quando do surgimento dos primeiros sintomas e perduraram durante 

15 dias. O resultado de cada avaliação consistiu da média das avaliações realizadas 

em três folhas distintas previamente selecionadas de cada parcela. 

 A partir dos dados de severidade da doença foram determinadas as curvas de 

progresso da doença e a área abaixo da curva de progresso da doença (AACPD), 

conforme equação proposta por Campbell & Madden (1990) apud Marques et al. 

(2011): 

AACPD = ���	
 + 	
�� ∗ 0,5���
� − �
�
��



 

Onde: n = número de avaliações; y = severidade da doença mancha marrom 

(%); t = tempo (dias). 

 

3.2.6.4 Análises Biométricas e Produção 

 

Quando as plantas atingiram a fase de florescimento, foram coletadas três 

plantas por parcela para realização de análises biométricas, as quais consistiram de: 

avaliação de altura de planta, onde tomou-se por base a distância da superfície do 

solo até a inserção da folha bandeira; número de perfilhos e número de perfilhos 

viáveis; diâmetro do colmo, medido a 3 cm do solo com o auxílio de paquímetro digital; 

comprimento da espiga e comprimento da folha bandeira, ambos com o auxílio de 

régua graduada; e área foliar, através da medição direta pelo medidor de área foliar 

LiCor LI 3100.  

As plantas foram seccionadas em colmo + bainha, folhas e espigas; em 

seguida, as diferentes partes da planta foram acondicionadas em sacos de papel e 

secas em estufa de circulação forçada de ar a 65 ºC até atingirem massa constante, 

após o que foi determinada a massa utilizando-se uma balança de precisão e obtendo-
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se, assim: fitomassa de folhas; fitomassa de bainha mais colmo e fitomassa de 

espigas. 

Aos 120 DAS foram coletadas as três plantas de cada parcela, para 

determinação dos seguintes componentes de produção: número de espigas por 

planta; massa de 100 grãos e massa de grãos por planta. 

 

3.2.6.5 Isolamento e Quantificação de Microrganismos Diazotróficos  

 

 Foram realizados isolamento e quantificação de microrganismos diazotróficos 

a partir do produto comercial Nitro1000 Gramíneas utilizado na inoculação das 

sementes de trigo e a partir do solo e raízes em três diferentes momentos: 

previamente a montagem do experimento, no momento da inoculação dos indutores 

de resistência e no florescimento da cultura. 

 Para tanto uma amostra de um grama de solo ou raízes, ou um mL de 

inoculante foi homogeneizada em tubos de ensaio contendo 9 mL de solução salina 

(0,85 NaCl), obtendo-se assim a diluição 10-1. A partir desta efetuou-se diluições 

sucessivas, tomando-se 100 µL da diluição anterior e adicionando-se 900 µL de 

solução salina. As diluições obtidas contemplaram 10-1 até 10-8. Através da técnica de 

micro gota (10 µL por gota), distribuiu-se as diluições sobre meio de cultura NFb 

(DOBEREINER et al., 1976), com três repetições por diluição. As placas foram 

incubadas a 30 °C durante 120 horas, quando realizo u-se a contagem de colônias 

desenvolvidas, expresso em unidades formadoras de colônia (UFC) g-1 solo ou g-1 

raízes, ou unidades formadoras de colônia (UFC) mL-1 de inoculante.  

 

3.3 ANÁLISE DOS DADOS 

 

Os dados foram submetidos à análise de variância, utilizando-se o programa 

SISVAR Versão 5.3 (FERREIRA, 2014). Foi empregado teste de Tukey, para 

comparação entre os tratamentos, quando o valor de F foi significativo. Para 

representação dos gráficos foi utilizado o programa computacional SigmaPlot Versão 

12.0 (SYSTAT SOFTWERE, 2013). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

4.1 ENSAIO IN VITRO 

 

4.1.1 Inibição do Crescimento Micelial e da Esporul ação de B. sorokiniana 

 Os produtos testados exerceram efeito diferenciado sobre o índice de 

crescimento micelial (ICM) de B. sorokiniana (Tabela 4.1). O produto MOS inibiu 

totalmente o crescimento micelial na dose testada (5 mL L-1 de produto comercial 

AgroMos®), e consequentemente a esporulação do fungo. Tal resultado se deve, 

provavelmente, ao efeito tóxico do produto sobre B. sorokiniana, devido à presença 

de Cu em sua formulação. Resultado semelhante foi obtido por Costa et al. (2010), os 

quais obtiveram inibição total do crescimento micelial de Moniliophthora perniciosa em 

doses superiores a 3,6 mL L-1. MOS também mostrou-se eficiente na inibição do 

crescimento micelial de Fusarium oxysporum em doses superiores a 0,250 mg mL-1 

(DINIZ et al., 2012). Campos Neto (2013) verificou redução na esporulação de F. 

oxysporum f. sp. lycopersici quando da utilização de concentrações acima de 0,5 mL 

L-1 de MOS. 

 

Tabela 4.1 Índice de Crescimento Micelial (ICM) e Esporulação de Bipolaris sorokiniana em 
meio BDA acrescido dos indutores de resistência. 

1 Médias seguidas da mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
2 Dados transformados para (x + 0,5)1/2, onde x é a esporulação de B. sorokiniana (x 103). 

 

ASM (200 mg L-1 de produto comercial Bion®) apresentou uma redução de 64% 

no ICM e 72% na esporulação do fungo em relação à testemunha Àgua. De forma 

semelhante, Costa et al. (2010) obtiveram 33,3% de inibição no crescimento micelial 

de Moniliophthora perniciosa com uma dose de 0,1 g L-1 de ASM. Campos Neto (2013) 

observou redução na esporulação de F. oxysporum f. sp. lycopersici quando utilizadas 

concentrações acima de 0,01 mg L-1 de ASM. Entretanto, Cruz et al. (2011) não 

 ICM1 Esporulação1,2 

(esporos cm-2) 

ASM 2,90 c 2,98 b 

MOS 0,00 d 0,00 c 

B. cereus 5,05 b 5,75 b 

Água 7,98 a 10,58 a 

CV% 11,65 26,81 
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obtiveram interferência no crescimento micelial de  F. oxysporum f. sp. lycopersii pela 

aplicação de 5 mg i.a. L-1 de ASM.  

B. cereus apresentou redução de 37% no crescimento micelial e 46% na 

esporulação de B. sorokiniana em relação à testemunha Água. B. cereus tem sido 

descrita por diversos autores como biocontroladora de fitopatógenos, um exemplo é a 

redução na severidade da mancha foliar causada por Bipolaris sp em Basella alba 

(SAHA et al, 2013). O gênero Bacillus é reconhecido como importante grupo entre as 

BPCV, assim como seu potencial como antagonista e agente de biocontrole. Os 

mecanismos envolvidos no controle são os mais diversos, entre eles a produção de 

sideróforos (BENEDUZI et al., 2012) e compostos antibióticos (LIMA, 2012), síntese 

de enzimas hidrolíticas (HUANG et al., 2005), competição por nutrientes e/ou nichos 

de colonização, regulação hormonal e indução de resistência (BENEDUZI et al., 2012; 

KLOEPPER et al., 2004). Huang et al.(2005), identificaram pelo menos duas 

quitinases produzidas por B. cereus e efetivas no controle de Botrytis elliptica, agente 

causal da mancha foliar em lírio. Silva et al. (2008) objetivando verificar o mecanismo 

de controle de diferentes isolados de microrganismos biocontroladores de 

Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, observaram a eficiência da inibição do 

crescimento de sete isolados do patógeno através de antibiose por B. cereus DFs769. 

 

4.2 ENSAIOS IN VIVO 

 

4.2.1 Severidade da Doença 

 

 As avaliações de severidade foram realizadas nos tratamentos onde foi 

inoculado o patógeno B. sorokiniana, considerando que os tratamentos com ausência 

do patógeno não apresentaram sintomas da doença mancha marrom. 

 Houve interação significativa tanto para o fator ̈ Indutores de Resistência¨ como 

para o fator ¨BPCV¨ (Tabela 4.2). 

 Quando da presença de A. brasilense, os tratamentos que se apresentaram 

efetivos no controle da mancha marrom foram ASM e MOS. E quando da ausência de 

inoculação com a BPCV, os tratamentos MOS e B. cereus se mostraram superiores 

no controle da doença. A capacidade de reduzir a doença através da ativação de 

mecanismos de resistência pela aplicação dos indutores ASM, MOS e B. cereus é 

amplamente conhecida (GORLACH et al., 1996; SOYLU et al., 2003; HALFELD-
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VIEIRA et al., 2006; KUHN & PASCHOLATI, 2010; COSTA et al, 2010; MONTEIRO & 

PEREIRA, 2010; NIU et al., 2011), sendo efetiva contra uma infinidade de patógenos 

e nos mais diversos patossistemas. Santos et al. (2011) obtiveram redução na 

severidade das manchas foliares (Bipolaris sorokiniana e Drechslera tritici-repentis), 

ferrugem das folhas (Puccinia triticina) e oídio (Blumeria graminis f. sp. tritici) em trigo 

pelo tratamento com ASM. MOS mostrou-se efetivo na proteção de mudas de 

cacaueiro contra Moniliophthora perniciosa, ativando enzimas relacionadas à 

respostas de defesa da planta (COSTA et al., 2010). B. cereus mostrou-se eficiente 

na proteção de milho contra Bipolaris maydis (HUANG et al., 2010). 

 

Tabela 4.2 Área Abaixo da Curva de Progresso da Doença (AACPD) em função do tratamento 
com indutores de resistência, na presença ou ausência da BPCV A. brasilense. 

Médias seguidas da mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem entre si pelo teste de 
Tukey a 5% de probabilidade. (+): presença; (-): ausência. CV (%) = 32,07. 

 

Observa-se (Tabela 4.2) que para o tratamento com ASM há uma menor 

severidade da doença na presença de A. brasilense, ao contrário do que ocorre com 

o tratamento B. cereus, o qual apresenta maior severidade da doença quando da 

inoculação com A. brasilense.  

 Tem sido reconhecida a eficiência do gênero Azospirillum na indução de 

resistência em plantas (YASUDA et al., 2009), sendo que especificamente a espécie 

A. brasilense tem demonstrado resultados positivos, tanto na indução de resistência 

à insetos praga (ALBUQUERQUE et al., 2015) quanto à fitopatógenos (TORTORA et 

al., 2011; ALEN’KINA et al., 2012). Entretanto, são escassos os trabalhos que 

investigam as interações entre BPCV e indutores de resistência, principalmente 

quanto a interferência de BPCV sobre a ação de indutores de resistência na planta e 

na efetividade do controle da doença.  

 Assim como no presente trabalho, onde a combinação ASM – BPCV A. 

brasilense reduziu a severidade da doença, Myresiotis et al. (2012) investigando a 

 AACPD 

 (+) A. brasilense (-) A. brasilense Média 

ASM 61,78  b B 133,78 ab  A 97,78 

MOS 64,88 b A 32,10 c    A 48,49 

B. cereus 201,10 a A 76,62 bc  B 138,86 

Água 178,10 a A 151,78 a    A 164,94 

Média 126,46 98,57  
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eficiência do controle de Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici em tomate pela 

aplicação de BPCV do gênero Bacillus, isoladamente ou em combinação com ASM, 

verificaram que para todos os isolados de BPCV testados (B. amyloliquefaciens 

IN937a, B. pumilus SE34, B. subtilis FZB24 e B. subtilis GB03), houve maior redução 

na severidade da doença quando os mesmos foram combinados com ASM. Da 

mesma forma, ASM apresentou maior eficiência no controle da doença quando 

combinado aos isolados de BPCV em relação à sua aplicação isolada. 

Myresiotis et al. (2014), estudando a persistência no solo, absorção e 

translocação do indutor de resistência ASM em plantas de tomate, verificaram 

aumento na eficiência de absorção e translocação de ASM na presença das BPCV B. 

subtilis GB03 e B. pumilus SE34, o que explica em partes, o resultado obtido por 

Myresiotis et al. (2012). 

No entanto, respostas negativas também já foram relatadas quanto ao efeito 

de microrganismos simbiontes sobre a efetividade do tratamento indutor. Sonnemann 

et al. (2005) visando o controle de míldio em cevada, observaram efeito negativo da 

inoculação do fungo micorrízico Glomus etunicatum na efetividade de acibenzolar-S-

metil. Da mesma forma, no presente trabalho, a inoculação da BPCV A. brasilense 

não apresentou efeito no controle de mancha marrom por B. cereus. 

 

4.2.2 Isolamento e Quantificação de Diazotróficos 

 

 O solo utilizado nos ensaios apresentava 1,1 x 107 ufc g-1 solo de 

microrganismos diazotróficos e o inoculante apresentou 1,33 x 108 ufc mL-1 produto 

de A. brasilense. 

  Aos 25 dias após a emergência (DAE), no momento do tratamento indutor, foi 

realizada a primeira quantificação de microrganismos diazotróficos nas raízes (Tabela 

4.3). Houve interação tripla entre os fatores “Indutores de Resistência”, “Patógeno” e 

“BPCV”. Observa-se maior quantidade de bactérias para a testemunha Água em 

relação ao tratamento com B. cereus quando as plantas não foram inoculadas com A. 

brasilense e na ausência do patógeno B. sorokiniana. Assim como, superioridade da 

testemunha Água quando não inoculada com A. brasilense e na ausência do patógeno 

em relação ao tratamento com a presença do patógeno. Tal fato pode estar 

relacionado a uma possível relação antagônica entre B. cereus, assim como o 

patógeno B. sorokiniana, e os microrganismos diazotróficos. Porém, não observou-se 



35 
 

interferência entre os tratamentos indutores e A. brasilense especificamente, 

considerando-se que não houve diferença estatística entre os tratamentos inoculados 

com a BPCV 

 

 

Tabela 4.3 Quantificação de microrganismos diazotróficos (ufc g-1 raízes) no momento do 
tratamento das plantas com os indutores de resistência (primeira avaliação nas raízes) e no 
momento do florescimento (segunda avaliação nas raízes). 

1(+)A.b.= Plantas inoculadas com A. brasilense; (-)A.b.= Plantas não inoculadas com A. brasilense; 
(+)B.s.= Plantas inoculadas com B. sorokiniana; (-)B.s.= Plantas não inoculadas com B. sorokiniana. 
2Médias seguidas da mesma letra, minúscula na linha e maiúscula na coluna, não diferem entre si pelo 
teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
3Dados transformados para (x + 0,5)1/2, onde x é a quantidade (ufc) de diazotróficos (x 107). 
 

 

  

Bacillus cereus é uma bactéria habitante do solo (HELGASON et al., 2000), 

sendo também considerada uma bactéria promotora de crescimento vegetal (BPCV) 

(NIU et al., 2011). Dentre os mecanismos de ação que podem estar envolvidos na 

redução de diazotróficos observada, estão a competição por nutrientes, antibiose, 

produção de enzimas extracelulares e indução de resistência (ENEBAK & CAREY, 

2000; BENEDUZI et al., 2012). Porém, são raros os trabalhos que investigam a ação 

de fitopatógenos sobre o desempenho de BPCV. Souza et al. (2011), estudando o 

efeito de bactérias diazotróficas nos componentes de produção de cana-de-açúcar 

infectadas pelo raquitismo das soqueiras, observaram que, ao contrario do esperado, 

a inoculação com A. brasilense estirpe AbV5 + Leifsonia xyli subsp. xyli apresentou 

resultado negativo. Esperava-se que A. brasilense colonizasse os vasos do xilema 

durante o ciclo da cultura e tivesse um efeito na redução da colonização de Leifsonia 

xyli subsp. xyli, porém, seus níveis populacionais foram muito baixos e não detectados 

para a maioria dos tratamentos. 

Observa-se que a testemunha absoluta apresentou a maior média na segunda 

avaliação (4,88 x 107 ufc g-1 solo), e juntamente com ASM (1,66 x 107 ufc g-1 solo) e 

 Primeira avaliação (ufc g-1 raízes)3  Segunda avaliação (ufc g-1 raízes)3 

  (+)A.b.1 (-)A.b.  

 (+)B.s. (-)B.s (+)B.s. (-)B.s  (+)B.s. (-)B.s 

ASM 7,12 aA 1,8 aA 12,0 aA 16,6 abA  3,4 aB 8,1 aA 

MOS 3,2 aA 0,6 aA 3,0 aA 29,1 abA  2,0 aA 2,7 aA 

B. cereus 9,1 aA 4,6 aA 0,5 aA  2,8 b A  2,6 aA 2,7 aA 

Água 11,8 aA 6,8 aA  6,3 aB 48,8 a A  3,0 aA 4,5 aA 
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MOS (2,91 x 107 ufc g-1 solo), ambos não inoculados com A. brasilense e B. 

sorokiniana, foram os únicos tratamentos que tiveram incremento na quantidade de 

diazotróficos em relação a primeira avaliação (1,1 x 107 ufc g-1 solo). Corsini et al. 

(2013), obtiveram resultado semelhante na cultura do arroz quando da inoculação de 

A. brasilense. Os autores observaram incremento na quantidade de diazotróficos para 

os tratamentos onde não houve inoculação de A. brasilense. Tal fato pode estar 

relacionado à presença de plantas de trigo (hospedeiro) que favoreceu o aumento na 

concentração de bactérias nativas.  

 Na fase de florescimento foi realizada a segunda e última quantificação de 

diazotróficos na raízes (Tabela 4.3). Houve interação dupla entre “Indutores de 

Resistência” e “Patógeno”, de forma que o tratamento com o indutor ASM na ausência 

do patógeno apresentou maior média em relação ao mesmo tratamento na presença 

do patógeno. Isso remete novamente a uma possível interação negativa entre o 

patógeno e a BPCV, indicando também que o indutor ASM não afetou negativamente 

a colonização por diazotróficos. 

 

4.2.3 Enzimas Relacionadas à Defesa 

 

4.2.3.1 Atividade de Peroxidases 

 

 A atividade de peroxidase apresentou interação tripla e MOS teve incremento 

significativo no primeiro dia após o tratamento (DAT) com os indutores de resistência, 

exceto quando da ausência de inoculação com A. brasilense e B. sorokiniana.  Essa 

tendência se manteve no segundo DAT, porém quando da ausência de inoculação 

com A. brasilense e B. sorokiniana, o tratamento B. cereus mostrou-se superior à Água 

e ASM. No terceiro e quarto DAT, MOS mostrou-se superior, exceto quando da 

ausência de inoculação com A. brasilense e B. sorokiniana. No quinto DAT houve 

superioridade de MOS em relação aos demais tratamentos quando da ausência do 

patógeno e presença da BPCV, e superioridade de MOS em relação á Água quando 

da ausência do patógeno e da BPCV. 
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Observa-se que a atividade de peroxidase foi visivelmente superior para os 

tratamentos com MOS em relação aos demais. Da mesma forma, Pereira et al. (2013) 

obtiverem incrementos significativos na atividade de peroxidase em mudas de cacau 

tratadas com ASM e MOS contra Moniliophthora perniciosa, sendo que MOS mostrou-

se mais efetivo na indução da atividade desta enzima que o ASM. Costa et al. (2010), 

também observaram incremento na atividade de peroxidases pelo tratamento com 

MOS e ASM em mudas de cacaueiro inoculadas com Moniliophthora perniciosa.  

 As peroxidases estão envolvidas nos processos de lignificação, 

suberificação, catabolismo da auxina (HIRAGA et al., 2001), respostas de 

hipersensibilidade, produção de fitoalexinas, grande parte destes, envolvidos na 

Figura 4.1 Atividade de peroxidase em trigo tratado com indutores de resistência. Plantas 
não inoculadas (A e B) e inoculadas (C e D) com B. sorokiniana. Plantas não inoculadas 
(A e C) e inoculadas (B e D) com A. brasilense. Os tratamentos foram realizados 24 h (0 
DAT) antes da inoculação do patógeno (1 DAT). (-●-): ASM; (-■-): MOS; (-▲-): B. cereus; 
(-▼-): Água. Barras representam o erro padrão. 

A B 

C D 
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defesa contra a infecção por patógenos (NICHOLSON & HAMMERSCHMIDT, 1992). 

A atividade desta enzima é frequentemente aumentada em resposta aos estresses, 

ao ataque de patógenos e aos tratamentos com indutores, motivos pelos quais são 

frequentemente utilizadas como marcadores enzimáticos para estudos de resistência 

induzida (COSTA et al., 2010). 

 Considerando-se que houve redução significativa na severidade da doença 

mancha marrom quando da aplicação de MOS nas plantas de trigo, pode-se inferir 

que o aumento na atividade dessa enzima esteja relacionado ao controle da doença. 

 

4.2.3.2 Atividade de Fenilalanina Amônia-liase 

 

 Em relação à atividade da enzima fenilalanina amônia-liase (Figura 4.2), 

observa-se que no primeiro, segundo, quarto e quinto dias após o tratamento (DAT), 

houve interação tripla entre os fatores “Indutor de Resistência”, “Patógeno” e “BPCV”. 

No primeiro DAT, MOS mostrou-se superior a testemunha Água quando da ausência 

de A. brasilense e B. sorokiniana. No segundo DAT houve superioridade de MOS em 

relação ao ASM, quando da ausência do patógeno e presença de A. brasilense. No 

terceiro DAT não foi observada diferença significativa entre os tratamentos. No quarto 

DAT houve superioridade do tratamento B. cereus em relação aos demais, quando na 

ausência de B. sorokiniana e presença de A. brasilense. E superioridade de B. cereus 

e MOS em relação á testemunha Água, quando da ausência do patógeno e da BPCV. 

No quinto DAT houve superioridade do tratamento B. cereus em relação ao ASM, 

quando da presença do patógeno e da BPCV. 

 Observa-se uma tendência ao incremento na atividade de fenilalanina amônia-

liase pelo MOS quando da ausência do patógeno e da BPCV, e pelo tratamento B. 

cereus quando da ausência do patógeno e presença da BPCV. Considerando o fato 

de que houve incremento na atividade da fenilalanina amônia-liase somente para os 

tratamentos com ausência do patógeno, pode-se inferir que o controle da doença 

mancha marrom não teve relação com a indução da rota dos fenilpropanóides. A PAL 

é considerada uma enzima chave na rota dos fenilpropanóides (RITTER & SCHULZ, 

2004), de forma que a reação que ela cataliza é uma etapa reguladora importante na 

formação de muitos compostos fenólicos (TAIZ & ZEIGER, 2004), como ésteres, 

coumarinas, flavonóides e ligninas (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008), muitos deles, 

diretamente relacionados à proteção contra fitopatógenos. No entanto, a indução de 
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mecanismos de resistência na ausência do patógeno pode ser associada a um 

possível custo adaptativo (HEIL & BALDWIN, 2002), com alocação de recursos para 

formação de compostos de defesa (metabolismo secundário), competindo assim por 

substrato e energia com os processos de crescimento (metabolismo primário) 

(GAYLER et al., 2004). 

Semelhantemente ao que ocorreu no presente trabalho quando da presença 

do patógeno, Kuhn (2007), não verificou incremento na atividade de PAL em plantas 

de feijão tratadas com ASM e B.cereus e inoculadas com Xanthomonas axonopodis 

pv. phaseoli. 

 

 

Figura 4.2 Atividade de fenilalanina amônia-liase em trigo tratado com indutores de 
resistência. Plantas não inoculadas (A e B) e inoculadas (C e D) com B. sorokiniana. 
Plantas não inoculadas (A e C) e inoculadas (B e D) com A. brasilense. Os tratamentos 
foram realizados 24 h (0 DAT) antes da inoculação do patógeno (1 DAT). (-●-): ASM; (-■-): 
MOS; (-▲-): B. cereus; (-▼-): Água. Barras representam o erro padrão. 

A B 

C D 
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Barbosa (2006), investigando a indução de enzimas relacionadas à defesa pela 

aplicação de ASM e MOS em algodoeiro visando o controle de ramulose, verificou que 

não houve incremento na atividade de fenilalanina amônia-liase por ambos os 

produtos. Assim como, Barbosa et al. (2008), não verificaram incremento na atividade 

de fenilalanina amônia-liase em plantas de algodão tratadas com ASM, MOS e Ácido 

Jasmônico, pelo contrário, houve redução na atividade da enzima pelo tratamento com 

ASM. Rios (2012), não verificou incremento na atividade de PAL em trigo tratado com 

Ácido Jasmônico, ASM e Etileno e inoculado com Pyricularia oryzae. 

 

 

4.2.3.3 Atividade de β-1,3 glucanase 

 

A atividade de β-1,3 glucanase (Figura 4.3) apresentou interação tripla entre os 

fatores “Indutor de Resistência”, “Patógeno” e “BPCV” no primeiro, segundo, terceiro 

e quarto DAT. No primeiro DAT houve superioridade apenas para o tratamento ASM 

na presença do patógeno e inoculado com a BPCV em relação à ASM na presença 

do patógeno e não inoculado com a BPCV. No segundo DAT houve superioridade do 

tratamento MOS em relação a testemunha Água, quando da presença do patógeno e 

presença da BPCV. No terceiro DAT, os tratamentos B. cereus na presença de A. 

brasilense, B. cereus na ausência de A. brasilense e MOS na presença de A. 

brasilense, mostraram-se superiores quando da inoculação com B. sorokiniana em 

relação ao mesmo tratamento não inoculado. Quatro DAT, B. cereus mostrou-se 

superior aos demais tratamentos quando da não inoculação do patógeno e na 

presença de A. brasilense. Porém, foi inferior a ASM quando da presença de B. 

sorokiniana e A. basilense. Para o quinto DAT, não houve diferença significativa entre 

os tratamentos. 
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Observa-se que houve certa inconsistência no padrão dos resultados obtidos 

para a atividade de β-1,3 glucanase. Porém um dado importante que deve ser 

observado, exceto no quarto DAT para B. cereus inoculado com A. brasilense, os 

tratamentos que apresentaram superioridade na atividade de β-1,3 glucanase, todos 

contavam com a inoculação do patógeno B. sorokiniana. A ativação da expressão da 

β-1,3- glucanase como resposta de resistência a patógenos foi descrita inicialmente 

para interações entre plantas e fungos patogênicos (COSTA et al., 2010 b). Em 

plantas de tabaco infectadas com Colletotrichum destructivum e pimenteiras 

infectadas por Colletotrichum coccodes, foi verificada a ativação do gene pr-2 após 48 

Figura 4.3 Atividade de β-1,3 glucanase em trigo tratado com indutores de resistência. 
Plantas não inoculadas (A e B) e inoculadas (C e D) com B. sorokiniana. Plantas não 
inoculadas (A e C) e inoculadas (B e D) com A. brasilense. Os tratamentos foram realizados 
24 h (0 DAT) antes da inoculação do patógeno (1 DAT). (-●-): ASM; (-■-): MOS; (-▲-): B. 
cereus; (-▼-): Água. Barras representam o erro padrão. 

A B 

C D 
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h de infecção (DEAN, 2002). Em trigo inoculado com Fusarium graminearum, níveis 

máximos de acúmulo de mRNA codificando a β-1,3- glucanase foram verificados após 

24 h de infecção (LI et al., 2001). Costa et al. (2010) observaram aumento na atividade 

da enzima β-1,3 glucanase em porta-enxertos de videira resistentes e inoculados com 

o fungo Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis. Tais dados vêm de encontro ao que 

foi observado no presente trabalho. Isso se deve ao fato de que as β-1,3-glucanases 

são enzimas que hidrolisam polímeros de β-1,3-glucana, composto esse, que 

juntamente com a quitina, são os principais componentes que dão resistência à 

parede celular dos fungos (CORNELISSEN & MELCHERS, 1993). Dessa forma, o 

patógeno age como elicitor, fato que foi comprovado por Bach & Kimati (1999), os 

quais isolaram uma toxina, caracterizada como proteína, a partir de B. sorokiniana 

capaz de induzir a atividade de β-1,3-glucanases em plantas de trigo resistentes a 

doença mancha marrom.   

   

4.2.4 Trocas Gasosas 

 

4.2.4.1 Taxa de Assimilação Líquida CO2 (A) 

 

 A taxa de assimilação líquida de CO2 (Figura 4.4), não apresentou diferença 

entre os tratamentos até o quarto dia após o tratamento (DAT), momento no qual 

houve interação tripla entre “Indutores de Resistência”, “Patógeno” e “BPCV”, de 

forma que a testemunha Água mostrou-se superior ao MOS quando da ausência do 

patógeno porém na presença de A. brasilense. A testemunha Água na ausência do 

patógeno foi superior quando inoculada com A. brasilense, em relação às plantas não 

inoculadas com a BPCV. E quando comparado o tratamento Água na presença de A. 

brasilense, houve superioridade para as plantas não inoculadas com o patógeno em 

relação àquelas inoculadas. No quinto DAT também houve interação tripla, sendo que 

o tratamento B. cereus foi superior à Àgua e MOS quando da presença do patógeno 

e ausência da BPCV. 
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Analisando os dados obtidos no quarto DAT é possível realizar uma análise 

bastante importante sobre os resultados. O primeiro ponto a ser observado é a maior 

taxa de assimilação líquida de CO2 (A) quando da ausência do patógeno. Sabe-se 

que a presença de um patógeno desafiador provoca redução na fotossíntese da 

planta, observando-se reduções nas proteínas relacionadas à fotossíntese (Rubisco, 

Rubisco ativase e ATP sintase), sendo considerado um mecanismo efetivo de defesa 

contra o patógeno (GARAVAGLIA et al., 2010). O que está possivelmente relacionado 

à alocação de substrato e energia para a defesa (HEIL et al., 2000; GAYLER et al., 

2004). Nesse sentido, remete-se o fenômeno denominado lesão virtual, onde a 

redução na fotossíntese está associada não somente a redução na área foliar verde, 

Figura 4.4 Taxa de assimilação líquida CO2 (A) em trigo tratado com indutores de 
resistência. Plantas não inoculadas (A e B) e inoculadas (C e D) com B. sorokiniana. 
Plantas não inoculadas (A e C) e inoculadas (B e D) com A. brasilense. Os tratamentos 
foram realizados 24 h (0 DAT) antes da inoculação do patógeno (1 DAT). (-●-): ASM; (-■-
): MOS; (-▲-): B. cereus; (-▼-): Água. Barras representam o erro padrão. 

A B 

C D 
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e que pode ser observada também em folhas com ausência de lesões (BASTIAANS, 

1991; CALVET et al., 2005). No presente trabalho pode-se inferir que o resultado 

segue essa tendência, considerando-se que as avaliações foram realizadas até cinco 

dias após a inoculação com o patógeno, momento esse onde as plantas ainda não 

apresentavam sintomas visíveis da doença, e, portanto, a redução na assimilação 

liquida de CO2 esteja relacionada a injúrias bioquímicas na maquinaria fotossintética, 

baixa condutância estomática ou incremento em aceptores alternativos de elétrons 

(RIBEIRO et al., 2003). 

O segundo ponto a ser observado é relativo à maior taxa de assimilação de 

CO2 na presença de A. brasilense, o que pode estar relacionado à fixação de N 

promovido pela bactéria (MARIN et al, 1999; HUNGRIA, 2011) e consequente equilíbrio 

na fonte de substrato tanto para o metabolismo primário quanto secundário. Heil et al. 

(2000) comprovaram que o custo adaptativo é maior em ambientes onde o N é 

escasso.  O terceiro ponto refere-se à redução na taxa de assimilação de CO2 pelo 

tratamento MOS, o que remete novamente a alocação de recursos para a defesa 

induzida, nesse caso (GAYLER et al., 2004). 

Kuhn (2007), não observou alteração na taxa de assimilação líquida de CO2 em 

feijoeiro tratado com os indutores de resistência ASM e B. cereus. 

 

4.2.4.2 Concentração Interna de CO2 (Ci) 

 

 Em relação a concentração interna de CO2 (Tabela 4.5), houve interação dupla 

entre os “Indutores de Resistência” e “BPCV” no segundo DAT, sendo que na 

presença de A. brasilense, houve superioridade da testemunha Água em relação ao 

MOS. 

Para o terceiro e quarto DAT, houve interação tripla entre os fatores. De forma 

que no terceiro DAT para o tratamento ASM na ausência de A. brasilense, o 

tratamento não inoculado com o patógeno mostrou-se superior ao inoculado.  

 No quarto DAT, houve superioridade da testemunha Água na ausência da 

BPCV quando da não inoculação do patógeno em relação ao mesmo tratamento com 

inoculação do patógeno. Assim como houve superioridade do tratamento MOS na 

ausência da BPCV quando da não inoculação do patógeno em relação ao mesmo 

tratamento com inoculação do patógeno. 
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 De acordo com Taiz e Zeiger (2004), a produtividade de uma planta pode ser 

analisada como o produto da energia solar interceptada e do CO2 fixado. Dessa forma, 

na presença de quantidade adequada de luz e ausência de estresse, concentrações 

intercelulares mais altas de CO2 sustentam taxas fotossintéticas elevadas, enquanto 

que em concentrações muito baixas a fotossíntese é limitada. 

 Um ponto interessante a ser observado, é a maior concentração interna de CO2 

no terceiro e quarto DAT sempre para os tratamentos com ausência do patógeno em 

relação aqueles com a presença do mesmo. Da mesma forma, o MOS também 

apresentou redução na concentração interna de CO2 no segundo DAT. 

 

Figura 4.5 Concentração Interna de CO2 (Ci) em trigo tratado com indutores de resistência. 
Plantas não inoculadas (A e B) e inoculadas (C e D) com B. sorokiniana. Plantas não 
inoculadas (A e C) e inoculadas (B e D) com A. brasilense. Os tratamentos foram 
realizados 24 h (0 DAT) antes da inoculação do patógeno (1 DAT). (-●-): ASM; (-■-): MOS; 
(-▲-): B. cereus; (-▼-): Água. Barras representam o erro padrão. 

A B 

C D 
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4.2.4.3 Transpiração Foliar (E) 

 

 Para o segundo DAT não houve interação entre os fatores, sendo que apenas 

o fator “Indutores de Resistência” foi significativo, sendo que Água e B. cereus 

mostraram-se superiores ao MOS. 

No quarto, quinto e sexto DAT houve interação tripla entre “Indutores de 

Resistência”, “Patógeno” e “BPCV”.  

No quarto DAT, houve superioridade da testemunha Água na presença da 

BPCV quando da não inoculação do patógeno em relação ao mesmo tratamento com 

inoculação do patógeno. Assim como, houve superioridade do tratamento MOS na 

ausência da BPCV quando da não inoculação do patógeno em relação ao mesmo 

tratamento com inoculação do patógeno.  

No quinto DAT houve superioridade do tratamento MOS na ausência da BPCV 

quando da não inoculação do patógeno em relação ao mesmo tratamento com 

inoculação do patógeno.  

No sexto DAT houve superioridade do tratamento B. cereus sobre a 

testemunha Água, quando da não inoculação do patógeno, porém inoculados com A. 

brasilense. 
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 Observa-se que para o quarto e quinto DAT houve superioridade sempre que 

da ausência do patógeno. No entanto, Guerra et al. (2014), obtiveram resultados 

diferentes quando da avaliação de duas variedades de algodão infectadas por 

Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides, em uma delas não se verificou 

alteração na transpiração foliar em função da inoculação do patógeno, ao passo que 

a segunda apresentou aumento na transpiração foliar pela inoculação do fungo.  

A transpiração de folhas doentes pode ser maior ou menor que aquela de folhas 

sadias (DUNIWAY & DURBIN, 1971; GUERRA et al., 2014). O aumento da 

transpiração pode ser ocasionado pela destruição da cutícula, pelo aumento da 

Figura 4.6 Taxa Transpiração Foliar (E) em trigo tratado com indutores de resistência. 
Plantas não inoculadas (A e B) e inoculadas (C e D) com B. sorokiniana. Plantas não 
inoculadas (A e C) e inoculadas (B e D) com A. brasilense. Os tratamentos foram realizados 
24 h (0 DAT) antes da inoculação do patógeno (1 DAT). (-●-): ASM; (-■-): MOS; (-▲-): B. 
cereus; (-▼-): Água. Barras representam o erro padrão. 

A B 

C D 
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permeabilidade da membrana das células da folha e pela inibição do fechamento dos 

estômatos. A redução da transpiração pode ser resultante do fechamento induzido 

dos estômatos pela doença, redução dos espaços do mesófilo pelas hifas ou 

hipertrofia das células do mesófilo, obstrução dos tecidos condutores e estômatos, 

desfolha e/ou murcha e seca precoce das folhas (GODOY et al., 2001). 

 A menor E apresentada pelo MOS no segundo DAT indica houve uma menor 

perda de vapor d’água em relação às demais plantas, o que pode estar associado a 

indução de mecanismos de defesa estruturais. 

 

4.2.4.4 Condutância estomática (gs)  

 

 A condutância estomática (Figura 4.7) apresentou interação dupla no segundo 

DAT entre “Indutores de Resistência” e “Patógeno”, de forma que na ausência do 

patógeno o tratamento MOS apresentou menor média em relação a testemunha Água. 

No quarto DAT houve interação tripla entre “Indutores de Resistência”, 

“Patógeno” e “BPCV”. Quando da ausência do patógeno e presença de A. brasilense, 

o tratamento MOS mostrou-se inferior a testemunha Água. E no caso da testemunha 

Água inoculada com A. brasilense, houve superioridade quando da ausência do 

patógeno em relação ao mesmo tratamento com a presença do patógeno.  

 No quinto DAT, também houve interação tripla entre “Indutores de Resistência”, 

“Patógeno” e “BPCV”. Quando da presença do patógeno, porém ausência de A. 

brasilense, o tratamento B. cereus foi superior ao MOS. 

Em todos os casos onde houve diferença estatística, o tratamento MOS esteve 

associado a menor condutância estomática. O processo de abertura e fechamento 

dos estômatos está relacionado principalmente com a intensidade de luz e o estado 

de hidratação da folha. Dessa forma, o funcionamento dos estômatos influencia 

diretamente a produtividade do vegetal, de forma que controla a absorção de CO2 

(COSTA & MARENCO, 2007).  
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4.2.5 Análises Biométricas e Componentes da Produçã o 

 

 As avaliações biométricas consistiram da avaliação da área foliar (Tabela 4.4), 

diâmetro do colmo, comprimento da folha bandeira, massa seca colmo + bainha, 

massa seca de folhas (Tabela 4.5) e altura de planta (Tabela 4.6) na fase de 

florescimento da cultura.  

 Para a variável área foliar (Tabela 4.4) houve interação dupla entre os fatores 

“Indutor de Resistência” e “BPCV”. Observa-se que, para as plantas não inoculadas 

com A. brasilense, a área foliar das plantas tratadas com ASM foi menor em relação 

à testemunha e B. cereus. 

Figura 4.7 Condutância estomática (gs) em trigo tratado com indutores de resistência. 
Plantas não inoculadas (A e B) e inoculadas (C e D) com B. sorokiniana. Plantas não 
inoculadas (A e C) e inoculadas (B e D) com A. brasilense. Os tratamentos foram realizados 
24 h (0 DAT) antes da inoculação do patógeno (1 DAT). (-●-): ASM; (-■-): MOS; (-▲-): B. 
cereus; (-▼-): Água. Barras representam o erro padrão. 

A B 

C D 
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Tabela 4.4 Área foliar (cm2) em função do tratamento com indutores de resistência, na 
presença ou ausência da BPCV A. brasilense. 

 (+) A. brasilense (-) A. brasilense 

ASM 559,57 a 454,67   b 

MOS 434,04 a 535,69 ab 

B. cereus 476,74 a 623,97 a 

Água 526,25 a 621,04 a 

1Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. CV 
(%) = 21,07. 
 

 Para as variáveis comprimento de folha bandeira, diâmetro do colmo, massa 

seca colmo + bainha, massa seca de folhas (Tabela 4.5) e altura de planta (Tabela 

4.6), houve interação tripla entre os fatores “Indutor de Resistência”, “Patógeno” e 

“BPCV”. O comprimento da folha bandeira apresentou maior média para a testemunha 

Água em relação aos demais tratamentos em todas as combinações, porém houve 

diferença estatística somente em relação à ASM e quando da ausência de B. 

sorokiniana e ausência de A. brasilense.  

 

Tabela 4.5 Comprimento da folha bandeira (cm), diâmetro de colmo (cm), massa seca de 
colmo + bainha (g planta-1) e massa seca de folhas (g planta-1) em função do tratamento com 
indutores de resistência, na presença ((+)B.s.) ou ausência ((-)B.s.) do patógeno B. 
sorokiniana e presença ((+)A.b.) ou ausência ((-)A.b.) da BPCVP A. brasilense. 

Médias seguidas da mesma letra, minúscula na linha e maiúscula na coluna, não diferem entre si pelo teste de 
Tukey a 5% de probabilidade. 
 

 Compr. folha bandeira (cm)  Diâmetro do colmo (cm) 

 (+)B.s. (-)B.s.  (+)B.s. (-)B.s. 

 (+)A.b. (-)A.b. (+)A.b. (-)A.b.  (+)A.b. (-)A.b. (+)A.b. (-)A.b. 

ASM 24,21  24,54 22,41 22,75 B  2,91 2,96 AB 2,62 2,71 

MOS 22,83 26,12 23,87 24,45 AB  2,70 3,02 AB 2,51 b 3,04 a 

B. cereus 24,58 25,24 22,58 25,45 AB  3,03 a 2,51 bB 2,96 2,87 

Água 25,95 27,91 27,08 27,83 A  2,87 3,12 A 2,98 3,28 

 Massa seca colmo + bainha (g planta-1)  Massa seca folhas (g planta-1) 

 (+)B.s. (-)B.s.  (+)B.s. (-)B.s. 

 (+)A.b. (-)A.b. (+)A.b. (-)A.b.  (+)A.b. (-)A.b. (+)A.b. (-)A.b. 

ASM 7,70 7,95 8,46 8,80  7,33 7,37 7,25 7,42 

MOS 6,10 b 9,02 a 7,37 7,63  5,31 b 8,74 a 7,00 8,05 

B. cereus 8,27 9,02 8,15 8,59  7,34 8,50 7,38 8,97 

Água 8,86 8,02 9,08 8,24  7,78 8,23 8,75 8,75 
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 A redução na dimensão da folha bandeira pode provocar um impacto 

significativo na produção do trigo, visto que os produtos da fotossíntese elaborados 

nas folhas situadas na porção superior do colmo, principalmente a folha bandeira, são 

responsáveis pela maior parte da produção. Redução de aproximadamente 10% no 

rendimento do trigo foi observada quando destacada a folha bandeira (SOUZA et al., 

2013). 

 Em relação ao diâmetro do colmo, houve superioridade da testemunha Água 

em relação à B. cereus quando as plantas foram inoculadas com o patógeno, porém 

não inoculadas com a BPCV. Quando o tratamento B. cereus foi aplicado na presença 

de B. sorokiniana, houve superioridade para as plantas inoculadas com A. brasilense 

em relação as não inoculadas. Em relação às plantas não inoculadas com o patógeno, 

houve superioridade para o tratamento MOS quando da ausência de A. brasilense em 

relação a presença da bactéria. 

 Para massa seca de colmo + bainha e massa seca de folhas, apenas o 

tratamento MOS inoculado com o patógeno e não inoculado com A. brasilense 

apresentou superioridade em relação ao MOS inoculado com o patógeno e não 

inoculado com A. brasilense. 

Em relação à altura de planta, houve superioridade da testemunha Água na 

ausência do patógeno e presença de A. brasilense em relação ao tratamento com 

presença de A. brasilense. 

 Debona et al. (2009), trabalhando com aplicação de ASM via tratamento de 

sementes de soja para o controle de ferrugem asiática, não verificou alterações quanto 

ao comprimento e massa seca de parte aérea, no entanto, houve redução significativa 

no comprimento e massa seca de raízes aos 21 dias após a emergência. 

 Ongena et al. (1999), trabalhando com pepino submetido ao indutor biótico 

Pseudomonas putida, observaram acentuada redução da severidade de Pythium 

aphanidermatum, porém, não houve redução da massa fresca de parte aérea e 

ocorreu aumento da massa seca de raízes das plantas induzidas. 

As análises de produção consistiram da avaliação do número de espigas por 

planta, massa total de grãos e massa de 100 grãos (Tabela 4.6). Quanto ao número 

de espigas por planta, quando as plantas não foram inoculadas com a BPCV, porém 

na presença do patógeno, houve superioridade do tratamento ASM em relação a B. 

cereus. O tratamento B. cereus na ausência de A. brasilense foi superior na ausência 

do patógeno em relação ao mesmo tratamento na presença de B. sorokiniana. 
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Para a variável massa de 100 grãos, quando da inoculação de A. brasilense, 

houve superioridade do tratamento ASM em relação à testemunha Água, tanto na 

presença como na ausência do patógeno. Porém, as plantas não inoculadas com o 

patógeno e tratadas com MOS apresentaram média superior àquelas na ausência do 

patógeno. 

 

 

Tabela 4.6 Altura de plantas de trigo (cm), massa total de grãos (g planta-1), número de espigas por 
planta e massa de 100 grãos (g), em função do tratamento com indutores de resistência, na presença 
((+)B.s.) ou ausência ((-)B.s.)  do patógeno B. sorokiniana e presença ((+)A.b.)  ou ausência ((-)A.b.) da 
BPCVP A. brasilense. 

Médias seguidas da mesma letra, minúscula na linha e maiúscula na coluna, não diferem entre si pelo teste de 
Tukey a 5% de probabilidade. 
 

 Em relação à massa total de grãos, não houve diferença entre os tratamentos. 

Heil et al. (2000) aplicando ASM em trigo sob diferentes condições de 

fornecimento e doses N, concluíram que a indução de resistência sob condições de 

ausência do patógeno, teve efeito negativo no crescimento e/ou produção das plantas, 

independentemente das condições de crescimento ou fertilização. Entretanto, maior 

impacto foi observado em condições de déficit nutricional. 

Ferro (2009) verificou que o emprego de isolados de Bacillus na cultura do 

algodão visando o controle de mancha-angular e ramulose provocou impacto na 

produtividade quando da aplicação de B. subtilis ALB629. 

 Altura de planta (cm)  Massa total de grãos (g planta-1) 

 (+)B.s. (-)B.s.  (+)B.s. (-)B.s. 

 (+)A.b. (-)A.b. (+)A.b. (-)A.b.  (+)A.b. (-)A.b. (+)A.b. (-)A.b. 

ASM 63,75 63,33 64,00 63,62  13,18 14,67 14,59 13,88 

MOS 62,75 65,83 64,95 68,25  14,08 14,40 15,04 17,19 

B. cereus 66,29 67,16 63,20 66,16  14,81 15,23 16,45 17,37 

Água 65,66 68,41 70,41 a 64,58 b  14,45 16,88 12,64  19,01  

 Número de espigas por planta  Massa de 100 grãos (g) 

 (+)A.b. (-)A.b.  (+)A.b. (-)A.b. 

 (+)B.s. (-)B.s. (+)B.s. (-)B.s.  (+)B.s. (-)B.s. (+)B.s. (-)B.s. 

ASM 37,25 40,25 42,75 A 35,25  2,74 A 2,60 A 2,18 2,13 

MOS 38,50 35,50 33,25 AB 34,75  1,88 bB 2,40 aAB 2,34 2,14 

B. cereus 33,00 40,50 29,00 bB 40,25 a  2,17 AB 2,30 AB 2,28 2,29 

Água 29,25 33,50 33,75 AB 41,25  2,00 B 1,87 B 2,42 2,53 
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Apesar da superioridade apresentada pelo ASM em relação à massa de 100 

grãos, não houve diferença estatística quando avaliada a massa total de grãos por 

planta, indicando que não houve um impacto na produção pela utilização dos 

indutores, inoculação do patógeno ou inoculação da BPCV. Entretanto quando 

analisamos os resultados referentes ao diâmetro do colmo, comprimento da folha 

bandeira e área foliar, observamos uma superioridade da testemunha Água em 

relação aos indutores de resistência, e no caso da área foliar e do comprimento da 

folha bandeira, percebe-se que houve superioridade da Testemunha água em relação 

ao ASM quando da não inoculação do patógeno. Esse resultado pode ser associado 

ao custo adaptativo da planta, alocando recursos internos para o metabolismo 

secundário em detrimento do metabolismo primário (GAYLER et al., 2004). 

Heil et al. (2000) afirmam que divergências verificadas em diversos estudos 

quanto a alocação de recursos para a defesa e o consequente impacto no 

desenvolvimento e produção da cultura, tem relação com a fase de desenvolvimento 

da planta e com as condições nutricionais. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

  

 - Os indutores de resistência interferiram no crescimento micelial e esporulação 

do fungo B. sorokiniana, o que indica atividade antimicrobiana dos mesmos; 

 - ASM, MOS e B. cereus mostraram-se eficientes no controle de mancha 

marrom em trigo, sendo que tal resultado pode estar relacionado a atividade 

antimicrobiana, como também ao efeito indutor de resistência; 

 - A aplicação de MOS induziu o aumento da atividade de peroxidases, a qual 

pode estar relacionada ao processo de lignificação e consequentemente indução de 

resistência; A atividade de peroxidases mostrou-se um eficiente indicativo do estado 

de indução para as plantas de trigo tratadas com ASM, MOS e B. cereus. 

- A população de diazotróficos endofíticos não sofreu interferência pela 

aplicação dos indutores, nem pela inoculação de A. brasilense. Isso indica que as 

populações nativas do solo apresentaram maior influência na população endofítica do 

que o A. brasilense inoculado. 

 - Houve maior taxa de assimilação líquida de CO2 (A) na ausência do patógeno 

e presença de A. brasilense. MOS apresentou menor condutância estomática e 

consequentemente redução da A.  

- A concentração interna de CO2 e a transpiração foliar foram superiores nos 

tratamentos com ausência do patógeno.  

- Os resultados referentes às trocas gasosas não se mostraram conclusivos, 

sendo as diferenças constatadas, bastante pontuais, isso se deve possivelmente a 

alta variação nos fatores ambientais; 

 - O comprimento da folha bandeira e a área foliar foram afetados pela aplicação 

de ASM, o que pode estar relacionado a um custo energético;  

- A massa total de grãos não sofreu interferência dos tratamentos, apesar de a 

massa de 100 grãos ter sido superior para ASM. 
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6. CONCLUSÃO 

  

 - ASM, MOS e B. cereus mostraram-se eficientes no controle de mancha 

marrom em trigo; 

 - A aplicação de MOS induziu aumento na atividade de peroxidases em folhas 

de trigo; 

 - A população de diazotróficos endofíticos em plantas de trigo não sofreu 

interferência pela aplicação dos indutores e/ou inoculação de A. brasilense; 

 - A produtividade de plantas de trigo não foi afetada pelos tratamentos indutores 

e/ou inoculação de A. brasilense; 
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