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RESUMO

DILDEY, Omari D. F. Universidade Estadual do Oeste do Parana, maio de 2017. Inducdo de
resisténcia a antracnose do feijoeiro por fragdes de filtrado de cultura e extrato de micélio
de Trichoderma longibrachiatum. Orientador: Odair José Kuhn. Coorientador: José Renato
Stangarlin.

O trabalho teve por objetivo purificar por cromatografia moléculas eliciadoras a partir de filtrado
de cultura e extrato de micélio de Trichoderma longibrachiatum e testa-las na inducdo de
fitoalexina faseolina e com potencial indutor de resisténcia contra antracnose no feijoeiro. O
tampdo fosfato de sodio 0,05 M (TAP) foi utilizado como tratamento controle e ASM
(Acibenzolar-S-Metil) foi utilizado como tratamento padréo de indugdo. Cromatografia de troca
ibnica (CTI) e cromatografia de filtracdo em gel (CFG) foram realizadas para separar fracdes com
poder eliciador a partir de filtrado de cultura (FTC) e extrato de micélio (EXM) de T.
longibrachiatum. Para a purificacdo de eliciadores por CTI, a partir de FTC, foram obtidos uma
fracdo glicidica e cinco glicoproteicas, total de seis fracdes. Para a purificacdo a partir de EXM,
forma obtidos trés fracbes proteicas, uma glicidica e duas glicoproteicas, total de seis fracdes, em
ambos foi totalizado doze fragdes obtidas por CTI. Estas, por sua vez, foram purificadas em CFG,
sendo obtidos um total de trinta e sete fracdes. Entre essas, quatorze fracGes para FTC, as mesmas
foram classificadas de acordo com sua natureza, sendo trés proteicas, duas glicidicas e nove
glicoproteicas. E vinte e trés fracdes para EXM, as mesmas foram classificadas com sua natureza,
sendo quatro proteicas, nove glicidicas e dez glicoproteicas. Das fracdes purificadas na CFG a
partir de FTC e EXM, oito apresentaram potencial indutor de faseolina (F17, F23, F25, F27, F31,
F38 e F46. Os 10 tratamentos constituiram de oito fracdes e dois controles: ASM e controle (TAP).
Foram aplicados os tratamentos em uma das folhas primaria (folha tratada (FT)), sendo que outra
folha priméria ndo recebeu tratamento (folha nédo tratada (FNT)) para verificar o efeito sistémico.
Foram realizadas trés coletas de folhas para determinacdo da atividade enzimatica, antes da
aplicacdo das fracdes, depois da aplicacdo das fragdes e coleta apos a inoculacao do patdgeno. Foi
realizada analise enzimatica (peroxidase (POX), polifenoloxidase (PFO), catalase (CAT),
fenilalanina amonia-liase (FAL) e B-1,3-glucanase (B-GASE)) e ao final, realizada avaliagédo de
severidade no quinto dia apo6s a inoculacdo da folha primaria de feijoeiro. A purificacdo de
amostras provenientes de FTC e EXM de T. longibrachiatum, por CTl e CFG indicaram frac6es
com presenca de moléculas eliciadoras. As fracbes F17, F23 e F25 de origem FTC e F27, F29,
F31, F38 e F46 de origem EXM foram capazes de induzir a sintese de faseolina em hipocétilos de
feijoeiro. A atividade de POX, PFO e B-GASE aumentou quando aplicado na FT apds a aplicacéo
das fracdes e apds a inoculacdo do patdgeno. As fracBes ndo alteraram a atividade enzimatica de
CAT e FAL. As fracdes F17, F23 e F27 reduziram a severidade da antracnose no efeito local.

Palavras-chave: Cromatografia de troca idnica, cromatografia de filtracdo em gel, Phaseolus
vulgaris L., inducéo de resisténcia, fitoalexinas, Colletotrichum lindemuthianum.



ABSTRACT

DILDEY, Omari, D. F. Universidade Estadual do Oeste do Parana, in may 2017. Induction of
anthracnose resistance of common bean by fractions of culture filtrate and mycelial extract
of Trichoderma longibrachiatum. Advisor: Odair José Kuhn. Co-Advisors: José Renato
Stangarlin.

This study aimed to purify by chromatography elicitors from Trichoderma longibrachiatum
culture filtrate and mycelium extract and to test them in phytoalexin phaseolin inducing and
resistance induced to anthracnose in common bean. The sodium phosphate buffer at 0.05 M (SPB)
was used as the control treatment and the ASM (Acibenzolar-S-Metil) was used as the standard
induction treatment. lon Exchange Chromatography (IEC) and Gel Filtration Chromatography
(GFC) were performed to separate fractions with eliciting power from the culture filtrate (CF) and
T. longibrachiatum mycelium extract (TME). For the purification of elicitors by IEC, from GFC,
it were obtained one glycidic and five glycoproteins fractions, totaling six fractions. For
purification from TME, it were obtained three protein, one glycidic and two glycoproteins
fractions, totaling six fractions. In both, were obtained twelve fractions from IEC. These, in turn,
were purified in GFC, being obtained a total of thirty seven fractions. Among these, there were
fourteen fractions of TME were classified according to their nature, being three proteins, two
glycogen and nine glycoproteins. There were twenty-three fractions from TME, wich were
classified according to their nature, being four proteins, nine glycogen and ten glycoproteins. Of
the fractions purified in CFG from FTC and TME, eight presented phaseolin inducer potential
(F17, F23, F25, F27, F31, F38 and F46). The 10 treatments consisted of the eight fractions and
two controls: ASM and control (TAP). Treatments were applied in one of the primary leaves
(treated leaf (TL)), and the other primary leaf was not treated (untreated leaf (UL)) to verify the
systemic effect. Three leaf samples were taken for determination of enzymatic activity: before
applying the fractions, after application of the fractions and after the pathogen inoculation. The
defense enzyme analysis was performed for Peroxidase (POX), Polyphenoloxidase (PFO),
Catalase (CAT), Phenylalanine ammonia-lyase (PAL) and -1,3-glucanase (B-GASE). At the end,
it was performed an evaluation of severity in the primary leaf of common bean, on the fifth day
after inoculation. The in vivo test data were subjected to analysis of variance. The purification of
samples from FTC and EXM of T. longibrachiatum, from IEC and GFC indicated fractions with
the presence of eliciting molecules. The fractions F17, F23 and F25 from FTC and F27, F29, F31,
F38 and F46 from EXM were able to induce phaseolin synthesis in common bean hypocotyls. The
POX, PFO and B-GASE Increased when applied in the TL after application of the fractions and
after inoculation of the pathogen. The fractions did not alter CAT and FAL enzymatic activity.
The fractions F17, F23 and F27 reduced the anthracnose severity in the local effect.

Keywords: lon exchange chromatography; gel filtration chromatography; Phaseolus vulgaris L.;
induction of resistance; phytoalexin, Colletotrichum lindemuthianum.
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1. INTRODUCAO

A producéo de alimentos com sustentabilidade e a contribuigéo para o avancgo de uma
agricultura sustentavel, torna-se atualmente um desafio para a agricultura, que é um dos
principais pilares para a economia mundial. Além disso, 0 aumento expressivo a cada ano da
cadeia produtiva, vem juntamente com o objetivo de produzir alimentos com menores niveis de
residuos quimicos e maior qualidade do produto. Assim, a utilizacdo do controle alternativo
e/ou agentes de biocontrole nas lavouras, é uma alternativa que conseguintemente, torna 0s
alimentos cada vez mais saudaveis, visando diminuir riscos aos consumidores e ao ambiente
(GONGALVES-TREVISOLI, 2016).

Para tanto, uma das abordagens para o controle de doencas, consiste na ativagdo dos
mecanismos de defesa inerentes as plantas, por meio da aplicacdo prévia de produtos bidticos
(microrganismos viaveis ou inativados) ou abioticos, ndo tdxicos, que atuam como indutores
de resisténcia (PASCHOLATI, 2011). Desta maneira, a inducdo de resisténcia de plantas a
doencas, torna-se uma das ferramentas fundamentais que auxilia nas pesquisas que buscam o
controle de doencas de plantas pela inducdo de resisténcia em culturas de interesse econdmico
(ANDRADE et al., 2013).

A inducdo de resisténcia pode ser ativada por moléculas eliciadoras, capazes de ativar
mecanismos de defesa latentes existentes na planta contra subsequentes infec¢des causadas por
fitopatdgenos (STANGARLIN et al., 1999). A utilizacdo de moléculas eliciadoras representa
uma abordagem eficiente para o aumento do metabolismo secundario. Estas moléculas podem
ser endogenas ou exdgenas, dependendo de como atuam na célula vegetal e de acordo com sua
origem que podem se biéticas ou abidticas (DORNENBURG; KNORR 1995).

Segundo Pitta-Alvarez, Spollansky e Giulietti (2000), extratos de diversos
microrganismos (fungos e bactérias fitopatogénicas) e moléculas sinalizadoras dos mecanismos
de defesa das plantas (acido jasménico e acido salicilico), bem como enzimas (celulase e
pectinase), sdo considerados como eliciadores bidticos e como eliciadores abidticos, pode-se
citar radiacdo ultravioleta, compostos quimicos e metais pesados. Entre os mecanismos de
defesa vegetal, as moléculas eliciadoras induzem respostas na planta, tal como a sintese de
producdo das fitoalexinas (HAHN, 1996), que sdo compostos biocidas que atuam na defesa
bioquimica da planta contra os patogenos (MAZARO et al., 2013).

O género Trichoderma é um dos fungos mais pesquisados, pelo fato que, suas
principais caracteristicas sdo a capacidade para atuar como um agente de controle biolégico

contra microrganismos fitopatogénicos, tais como Alternaria brassicicola (AMIN et al., 2010),
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Colletotrichum lindemuthianum (DILDEY, 2014; PEDRO et al., 2012), Colletotrichum capsici
(AMIN et al., 2010); Fusarium sp. (HOFFMANN et al., 2015; HARMAN, 2004), Fusarium
solani (LOUZADA et al., 2009), Fusarium oxysporum (AMIN et al., 2010); Helminthosporium
oryzae (AMIN et al., 2010); Macrophomina phaseolina (BROETTO et al., 2014), Pythium spp.
(ETHUR, 2006), Rhizopus stolonifer (BOMFIM et al., 2010); Rhizoctonia solani (MAYO et
al., 2015; PINTO et al., 2014; AMIN et al., 2010), Sclerotinia sclerotiorum (ZHANG et al.,
2016; DILDEY etal., 2014; AMIN et al., 2010), Sclerotium rolfsii (AMIN et al., 2010; ISAIAS
et al., 2014) e Verticillium dahliae (ISAIAS et al., 2014) entre outros.

Pesquisando a correlacdo positiva no potencial de antagonismo contra Sclerotinia
sclerotiorum, Dildey et al. (2014) testaram diferentes isolados do género Trichoderma,
demonstrando efetividade no controle do patégeno considerando os métodos de confrontacéo
direta e producdo de metabolitos volateis.

O papel de cada enzima do complexo enzimatico produzidos pelas espécies de
Trichoderma possui modo de acéo diferenciado, sendo este modo, requerido para 0 maximo
efeito antifungico em diferentes patdgenos (VITERBO et al., 2002), podendo haver a liberagédo
de peptideos com atividade de antibioticos. A acdo sinérgica entre enzimas hidroliticas e
metabolitos secundarios confere ao micoparasita um nivel de antagonismo maior do que quando
estes dois mecanismos agem separadamente (BENITEZ et al., 2004; XIAO-YAN et al., 2006).

A capacidade de moléculas eliciadoras provenientes da purificacdo do fungo
Trichoderma na producdo de fitoalexinas e inducdo de mecanismos de resisténcia nas plantas
ainda é escasso. Sendo assim, a separacdo de moléculas eliciadoras, por cromatografia, tem
como objetivo obter fragdes de carater proteicos e glicidicos, concentrar o principio ativo e
caracteriza-las como sendo moléculas de potencial indutor de defesa vegetal.

O presente estudo teve por objetivo separar por cromatografia fracdes eliciadoras a
partir de filtrado de cultura e extrato de micélio de Trichoderma e testa-las na inducédo de

fitoalexina faseolina e com potencial indutor de resisténcia contra antracnose no feijoeiro.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CULTURA DO FEIJOEIRO (Phaseolus vulgaris L.)

O feijoeiro é uma dicotileddnia originaria das Américas, pertencente a familia
Leguminosae da ordem Rosales, género Phaseolus, espécie vulgaris L.. E uma planta herbacea
e seu ciclo de vida anual varia de, aproximadamente 60 a 120 dias, dependendo das condicGes
ambientais, época de plantio e do cultivar (SANTOS et al., 2015).

Seu cultivo é bem adaptado em regides de areas que tenham outonos e primaveras mais
ou menos longos, suficientes para completar o seu ciclo, ndo se prestando aquelas onde o verédo
e 0 inverno sdo muito rigorosos. A temperatura media durante o ciclo da cultura na América
Latina varia de 17 a 25 °C. A alta temperatura superior a 29 °C, pode ocasionar, dependendo do
cultivar, diminuicéo da percentagem de flores e do nimero de sementes por vagem. Por outro
lado, as baixas temperaturas sdo desfavoraveis ao crescimento e as geadas podem causar
enormes danos a cultura (ANDRADE et al., 2015).

No Brasil o cultivo do feijdo é bastante difundido em todo o territério nacional, tendo
importancia principalmente no cultivo de pequenas propriedades. A producdo nacional se
concentra nos Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, sul e leste do Parand, Rio de
Janeiro, sudeste de Minas Gerais e sul do Espirito Santo. No Gltimo ano foram consumidas
aproximadamente 300 mil toneladas além do produzido. Diante disso, a producdo brasileira é
insuficiente para abastecer o mercado interno, necessitando importacdo destes produtos de
outros paises como Argentina, Chile e México (EMBRAPA, 2017).

Segundo dados da CONAB (2017), na safra de 2015/16 a area total cultivada de feijdo
chegou a 2.8 milhGes de hectares, com uma reducdo de 6,2% em relacéo a safra do ano anterior.
A producdo nacional de feijdo deverd ficar entre 2.5 milhGes de toneladas, cerca de 21,6%
menor que a Ultima safra. No Parana, a produtividade apresentou variagdes na qualidade dos
grdos, devido fatores climaticas adversos (estiagem, excesso de chuvas e geada), durante o
desenvolvimento das plantas, partindo de 720,2 mil toneladas na safra 2014/15 para 588,6 mil
toneladas na safra 2015/16, retracdo de 18,3% em relacéo a safra passada.

Em todas as regides onde a cultura do feijoeiro é cultivada, a mesma pode ser afetada
por inimeros fatores, entre os principais estdo, as doencas (causada por virus, bactérias, fungos
e nematoides), acidez do solo, disponibilidade hidrica, condi¢do nutricional, ataque de insetos
pragas. Esses sdo alguns fatores que afetam a reducédo da produtividade da cultura do feijoeiro
(PAULA JUNIOR et al., 2015).
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2.2 ANTRACNOSE - Colletotrichum lindemuthianum

O fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Lams. — Scrib., € responsavel
pela antracnose do feijoeiro, uma das principais doencas que atinge a cultura. O fungo é
hemibiotrofico intracelular e se reproduz assexuadamente. O fungo produz micélio septado e
ramificado, com colorag&o hialina a quase negra, na medida de seu envelhecimento, os conidios
sdo hialinos, unicelulares oblongos a cilindricos com ambas extremidades arredondadas, ou
uma delas pontiaguda, os conidioforos apresentam-se envolvidos por uma massa gelatinosa de
cor salmo, ocre ou rosa, agregados em 30 a 50 conidi6foros por acérvulo (PAULA JUNIOR
etal., 2015; MEDEIROS, 2004).

A antracnose é uma das principais doencas foliares fungicas causadora de grandes
prejuizos na cultura do feijoeiro. As condi¢cdes meteoroldgicas ideais para o desenvolvimento
da doenca séo temperaturas entre 15 a 25 °C e umidade relativa do ar acima de 95%, chuvas
frequentes e de baixa intensidade. Temperaturas superiores a 30 °C e inferiores a 13 °C limitam
o desenvolvimento da infeccdo. A esporulacao é abundante nas vagens em temperaturas entre
14 e 18 °C. E transmitido principalmente pelas sementes e possui grande capacidade de
sobrevivéncia em restos culturais infectados, favorecendo o ponto inicial de epidemias
(SANSIGOLO, 2007; PAULA JUNIOR et al., 2015).

O patdgeno C. lindemuthianum pode desenvolver sintomas em todos os érgdos da parte
aérea da planta, dependendo da intensidade da doenca. A infec¢cdo pela semente pode apresentar
lesBes escuras de tamanhos varidveis, observado facilmente em sementes de tegumento claros.
As lesdes no caule e no peciolo sdo deprimidas e escuras, podendo aprofundar-se no tecido
infectado quando as condicdes sdo favoraveis. Nas folhas, os sintomas mais caracteristicos
surgem na face inferior e escurecimento ao longo das nervuras. Nas vagens sdo encontradas
lesbes com caracteristicas arredondadas, inicialmente de coloracdo marrom-clara, evoluindo,
posteriormente, para lesdes deprimidas e escuras, com o centro mais claro. Em condicdes
favoraveis, desenvolve no centro das lesdes, uma coloragdo rdésea, produgdo de uma massa de
esporos do fungo (PAULA JUNIOR et al., 2015).

A grande variabilidade da espécie do C. lindemuthianum, esta relacionada ao fator
limitante para o controle da antracnose no feijoeiro, devido a um grande numero de racas. Ja
foram identificadas aproximadamente 114 racgas, o Brasil apresenta mais de 50 racas. No

entanto, os patotipos mais frequentes no Brasil sdo os identificados como 65, 73, 77, 81 e 0 87,
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encontrados principalmente nos Estados do Parana, Santa Catarina, Goias e no Distrito Federal
(PAULA JUNIOR et al., 2015).

O uso de variedades resistentes é uma alternativa importante que contribui para reducao
de danos causados pelo patdgeno. No entanto, a grande variabilidade patogénica apresentada
pela espécie do fungo C. lindemuthianum dificulta a obtengdo de variedades com resisténcia
durédveis (DI PIERO; GARDA, 2008). Porém, algumas alternativas na agricultura como o
controle alternativo e o controle biologico sdo promissores e de grande importancia para manejo
de fitopatdgenos em diversas culturas.

Medidas complementares como, tratamento de semente com fungicida, remogéo dos
restos culturais e rotacdo de culturas utilizando espécies ndo hospedeiras como, a cultura do
milho e a utilizacdo de incorporacdo de agentes de controle bioldgico, podem apresentar

resultados promissores no controle da antracnose do feijao (WENDLAND et al., 2016).
2.3 CONTROLE ALTERNATIVO DE DOENCAS DE PLANTAS

Novas alternativas de controle de doencas tem substituido a utilizagdo de quimicos e
contribuido para uma agricultura com potencial moderna e sustentdvel (BORSATO; DI PIERO;
STADNIK, 2010), com intuito de proteger as plantas e manter um sistema de defesa de doencas
menos dependente de agroquimicas (BALLARE, 2014). Para tanto, uma das perspectivas do
controle alternativo é o controle biolégico e a inducdo dos mecanismos de defesa das plantas
(MORAES, 1992), além da utilizacdo de extratos naturais que apresentam propriedades
antimicrobianas ou indutoras de resisténcia para as plantas (STANGARLIN; KUHN;
SCHWAN-ESTRADA, 2008).

O controle biologico tem por objetivo estabelecer uma relacdo entre plantas e
organismos ndo patogénicos (BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005). Nesse sentido,
0s principios dos mecanismos de controle baseiam-se na relacdo antagbnica que busca proteger
as plantas e controlar os agentes fitopatogénicos com outros organismos vivos, o qual podem
atuar por antibiose, amensalismo, parasitismo, competicdo, predacdo, hipoviruléncia,
resisténcia induzida ou pela producdo de metabolitos que inibem o desenvolvimento de outro
microrganismo. Entre eles, o parasitismo parece ser o mecanismo mais eficiente de
antagonismo, pois dependem dos seus hospedeiros para sobrevivéncia (GRIGOLETTI
JUNIOR; SANTOS; AUER, 2000).

A resisténcia induzida pode ser definida com relagcdo do mecanismo de resisténcia que

permanecem inativos ou latentes nas plantas e sdo acionados ou ativados por moléculas
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indutoras ou com potencial eliciador, que induzem a resisténcia das plantas em presenca de
agentes bidticos ou abidticos (BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005;
CAVALCANTI; BRUNELLI; STANGARLIN, 2005).

A ativacdo dos mecanismos de defesa ocorre nos sitios de infeccdo, bem como, nas
proximidades do local em que foi induzida (BARROS et al., 2010). Nos mecanismos de indugéo
varias sdo as respostas de defesa que as plantas produzem, como a resposta de
hipersensibilidade (FILIPPI; SILVA; PRABHU, 2007), sintese de fitoalexinas (ARRUDA et
al., 2012; RODRIGUES et al., 2007; STANGARLIN et al., 2010) atividade de lipoxigenases,
peroxidases, fenilalanina aménia-liase, quitinases, B-1,3 glucanases e sintese de fenois
(ALMEIDA et al., 2012; CAVALCANTI; RESENDE; OLIVEIRA, 2007; GUIMARAES et
al., 2015; PASCHOLATI, 2011), sintese de proteinas relacionadas a patogénese (BARROS et
al., 2010) e de espécies reativas de oxigénio (BALDO et al., 2011; WU; SHAN; HE, 2014).

Vérios sdo 0s métodos alternativos de controle e entre os potencias estdo o0s
metabolitos e polimeros como de estruturas celulares de Saccharomyces boulardii com
atividade eliciadora na inducdo de fitoalexinas e deoxiantocianidinas em soja e sorgo,
respectivamente (STANGARLIN et al., 2010). Atrelado aos beneficios a satde, ao ambiente e
ao menor custo de tecnologia, os fungos do género Trichoderma séo amplamente empregados
no controle bioldgico. Nesse sentido, a espécie Trichoderma atroviride apresenta potencial para
reduzir a severidade da Sigatoka negra em bananeira, cuja acdo deste isolado exibe uma
semelhanca comparado ao fungicida azoxistrobina (CAVERO et al., 2015).

A utilizacdo de extratos naturais e 6leo essencial de folhas de pitanga (Eugenia
uniflora) e fracdo flavonoide rutina, essas moléculas bioativas foram potenciais para reducao
da severidade de mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) em plantas de feijoeiro comum
estudadas por Marques (2014). Extratos naturais de plantas com potencial antimicrobiano e
indutor de defesa das plantas também foram testados anteriormente por Stangarlin, Kuhn e
Schwan-Estrada (2008).

Siddiqui et al. (2008) estudando a campo, o efeito sinérgico de extratos de palha de arroz
e 6leo de frutos de palma enriquecidos com Trichoderma harzianum sobre o fungo
Choanephora cucurbitarum (podridao umida) em plantas de quiabo (Abelmcoschus esculentus
L.), observaram uma reducéo de 85,04% de incidéncia da doenca.

Com o intuito de reduzir as praticas decorrentes do uso de agroquimicos no manejo de
doencas, sdo ainda recentes as estratégias alternativas que vém sendo propostas. A corrida por
uma producgdo de alimentos mais saudaveis e conservacdo dos recursos naturais € uma das

principais preocupacdes atualmente. Matiello e Bonaldo (2013) ressaltam a importancia dos
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métodos de controle baseados na inducdo dos mecanismos de resisténcia em plantas com
produtos naturais. Embora seja alvo de estudos, poucos sdo os agentes de controle bioldgico
disponiveis no mercado.

Dessa forma, a capacidade de atuacdo em diferentes culturas e um amplo espectro de
acdo, contra diferentes patdgenos (BETTIOL, 1991), resulta na produgdo de alimentos com
maior seguranca alimentar e produtos agricolas com baixa toxicidade ao homem e animais,
isentos de residuos toxicos (ALMEIDA et al., 2012).

2.4 Trichoderma

Trichoderma sp. sdo fungos encontrados naturalmente na microbiota em quase todos 0s
tipos de solos, principalmente nos solos orgénicos, na rizosfera de plantas, vivendo
saprofiticamente ou parasitando outros fungos, estando entre os fungos mais pesquisados na
atualidade como agente de biocontrole, sendo antagonista a varios fitopatdgenos em diferentes
culturas (PINTO et al., 2014; AMIN et al., 2010; SANTOS, 2008).

Pertence a classe Ascomycota, que produz abundantes conidios, a partir de células
conidiogénicas, originando estruturas denominadas conidiéforos, emergindo diretamente das
hifas. Em seu estado teleomorfico, quando conhecido, pertence a ordem Hypocreales (MELO;
AZEVEDO, 1998).

A principal caracteristica morfoldgica deste fungo é a presenca de hifas, inicialmente de
coloracdo branca e crescimento rapido. A medida que se desenvolve, torna-se cotonoso e
esverdeado. A coloracdo da col6nia exibe varios tons de verde, podendo ser influenciado pelo
meio de cultivo (SANTIN, 2008; TEDESCO, 2009).

Existe aproximadamente 328 espécies de Trichoderma j& descritas (INDEX
FUNGORUM, 2017), varias sdo as espécies do Trichoderma sp. consideradas eficientes
antagonistas contra inimeros fungos fitopatogénicos (BERNARDES; SILVEIRA;
MESQUITA, 2010). A acdo do Trichoderma sp. ocorre por diferentes meios de associa¢do ou
ndo de mecanismos que podem ocorrer simultaneamente, potencializando a a¢do antagdnica
(MORANDI; BETTIOL, 2009), dos quais, destacam-se: antibiose, competicdo e parasitismo.
Essa interacdo se inicia com a colonizacdo da superficie externa das raizes e pode ser restrita
ou ocorrer por todo o rizoplano, seguida da producéo de celulases (AHMAD; BAKER, 1987,
KERSHAM; TALBOT, 1998), producéo de diversas substancias toxicas, metabdlitos volateis
e ndo volateis, como os acidos harzianico e heptelidico, enzimas tais como alameticinas,

tricholinas, glisopreninas, compostos como pironas, terpenoides, esteroides (REINO et al.,
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2008), gliotoxinas, gliovirinas (PATRON et al., 2007) e alguns peptideos antibioticos,
conhecidos como “peptaibols” (DANIEL; RODRIGUES FILHO, 2007). Peptaibols estdo
incluidos em uma classe de compostos chamados peptaibiotics. Sdo definidos como peptdéos
derivados do metabolismo secundario de fungos, consistindo de 4 a 21 residuos de aminoacidos
aproximadamente. Uma das suas principais caracteristicas é a presenca de aminoécidos ndo
proteinogénicos como o &cido a-aminoisobutirato, isovalina, etilnorvalina e hidroxiprolina
(STOPPACHER et al., 2013).

Diferentes espécies de Trichoderma estdo associadas com o ecossistema radicular das
plantas, por isso, além do controle bioldgico podem atuar também de forma semelhante aos
fungos micorrizicos produzindo compostos metabdlitos que podem estimular o crescimento e
0 mecanismo de defesa das plantas (BENITEZ et. al. 2004).

Os fungos desse género sdo de grande importancia econémica para a agricultura, uma
vez que sao capazes de atuar como agentes de controle de doencas de vérias plantas cultivadas,
promotores de crescimento e indutores de resisténcia de plantas a doenga (LOUZADA et al.,
2009).

2.5 INDUCAO DE RESISTENCIA

A inducdo de resisténcia pode ser designada como protecdo local, isto é, a indugéo de
resisténcia apenas nos tecidos tratados com o agente indutor, mas também pode indicar
resisténcia sisttmica, manifestando-se em outro local diferente daquele onde foi aplicado o
indutor (MORAES, 1992). Essa inducdo baseia-se na ativacdo de mecanismos de defesa,
associada a expressao de um conjunto de genes de defesa, que visa restringir o crescimento e
ou atividade do patdégeno, bem como diminuir a incidéncia da doenca, porém raramente a
inducio promove controle completo da doenca (METRAUX, 2001).

A resisténcia das plantas podem ocorrer através da ativacdo de genes que codificam
diversas respostas e mecanismos de resisténcia induzida, aumentando o nivel de resisténcia por
meio da inducdo de mecanismos de resisténcia (PASCHOLATI, 2011). Tais sinais sao
traduzidos em respostas celulares, genes de defesa sdo ativados e como resultado ocorre a
indugdo de sintese de proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-RP) (B-1,3-glucanases,
quitinases e peroxidases) (OSSWALD et al., 2004), aumento na atividade de enzimas
oxidativas e glicoproteinas ricas em hidroxiprolinas (PASCHOLATI, 2011), enzimas que

participam na rota de sintese de fitoalexinas, acimulo de lignina nos tecidos localizados
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proximos ponto de infeccdo, alem de polifenoloxidases e peroxidases (BONALDO;
PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005; RESENDE et al., 2007).

A inducdo de resisténcia € um processo onde a resisténcia das plantas contra
fitopatdgenos € induzida pela ativacdo de mecanismos de defesa latente existentes em resposta
ao tratamento de agentes indutores classificados quanto sua origem bidtica, tal como enzimas
microbianas, microrganismos viaveis ou inativados e material de parede de fungo e células
vegetais ou abiotica como acido aminobutirico (COHEN, 1996), acido 2,6 dicloroisonicotinico
(HUWEGWN; VERHAAR; ZADOKS, 1996) e Acibenzolar-S-Metil (ASM) (RESENDE;
SALGADO; CAMPOS, 2001), além de metais pesados, luz ultravioleta, acido salicilico,
fosfitos e silicatos, entre outros (CAVALCANTI et al., 2005). O agente indutor é capaz de
ativar ou induzir mecanismos de defesa nas plantas, sendo chamados de eliciador, a qual é uma
molécula presente responsavel pela ativagdo desses mecanismos (BONALDO; PASCHOLATI;
ROMEIRO, 2005; SMITH, 1996).

A inducdo de resisténcia na protecdo das plantas apresenta duas definicbes: a
Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA) e a Resisténcia Sistémica Induzida (RSI)
(PASCHOLATI et al., 2010). A expressao desta pode levar a planta a ter uma protecdo local
e/ou sistémica e de longa duragdo (DURRANT; DONG, 2004), uma vez que em ambas, a planta
tem seu mecanismo de defesa ativado quando tratadas com agentes indutores ou na presenca
do patégeno que leva a mesma a reconhecer o agente invasor (VALLAD; GOODMAN, 2004)

A inducdo da resisténcia sisttmica adquirida depende da rota do acido salicilico como
via de sinalizacdo para a expressdo de genes para sintetizar proteinas-RP, como p-1,3
glucanases, quitinases e peroxidases. A planta em exposicdo de agentes virulentos ou
avirulentos e a indutores quimicos induz a RSA, que seré estabelecida somente ap6s o intervalo
de tempo necessario para acumular proteinas-RP (PASCHOLATI et al., 2010).

A inducdo da resisténcia sistémica induzida, depende do acido jasmonico e etileno
como vias de sinalizacdo, sem envolver a sintese de proteinas-RP. Neste caso, a resisténcia do
hospedeiro esta ligada atraves do intervalo de tempo entre o tratamento com o eliciador e a
inoculacdo do patogeno, envolvendo a sintese e/ou acumulo de substancias especificas e
metabolicas da planta (PASCHOLATI, 2003) e o agente indutor geralmente é um
microrganismo nao patogénico (BONALDO et al., 2004).

Quando a planta tem seus mecanismos de defesa induzidos, varios sdo 0s eventos
ativados, dentre eles se destacam-se a sintese de metabdlitos secundarios toxicos a
fitopatdgenos, espécies reativas de oxigénio, ativacdo de genes que codificam proteinas-RP,

tais como as 3-1,3 glucanases (B-GASE), quitinases e ativacao de enzimas como as peroxidases
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(POX). A resposta de hipersensibilidade (RH), que leva o aumento da concentracdo de
fenilpropandides, produtos do metabolismo como fitoalexinas, compostos fenolicos,
fenilalanina aménia-liase (FAL), sintese de proteinas-RP e alteragdes estruturais como

lignificacdo, deposicdo de calose e formacdes de papilas (CAVALCANTI et al., 2006).

2.5.1 Mecanismos de Inducéo de Resisténcia

A resisténcia de um hospedeiro a uma doenca segundo Agrios (2005) pode ser definida
sob o aspecto fisiologico, como a capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada e/ou
subsequente atividade de infec¢do de um patdgeno nos tecidos da mesma.

A inducdo de resisténcia do hospedeiro em contato com um patdgeno € um processo
continuo e esta fundamentada na expressdo génica dos mecanismos de defesa da planta, uma
vez que, a natureza é dindmica e coordenada e o nivel de resisténcia do vegetal depende da
velocidade, magnitude e localizacdo da area infectada (PASCHOLATI, 2011), além da
influéncia dos hormdnios vegetais e do tipo de interacdo planta-patégeno (BRODERSEN et al.,
2006).

As plantas aparentemente se mostram indefesas ao ataque de agentes fitopatogénicos,
porém elas respondem contra invasores por estratégias de defesa, ou seja, pelos mecanismos
relacionados com a ativacdo de genes que sdo capazes de reconhecer um patdgeno invasor
(FERNANDES et al., 2009; WU; SHAN; HE, 2014). As plantas possuem a capacidade de
percepcdo de eliciadores e/ou moléculas associadas ao reconhecimento de ataque de um
fitopatdgeno, sejam eles, fungos, bactérias, virus, nematoides e/ou insetos, nos tecidos do
vegetal (PASCHOLATI, 2011; TON et al., 2002).

Os mecanismos de resisténcia das plantas sdo divididos em duas categorias, pré-
formados (passivos ou constitutivos) e pés-formados (ativos ou induziveis). Os pré-formados
incluem aqueles ja presentes nas plantas antes do contato com os patdgenos. No caso dos pds-
formados, se mostram ausentes ou presentes em baixos niveis antes da infec¢éo, produzidos ou
ativados em resposta a presenca dos patdgenos (PASCHOLATI, 2011). Os mecanismos
estruturais constituem-se como barreiras fisicas, impedindo a penetracdo e/ou colonizacdo dos
tecidos pelo patdgeno. Enquanto que as reaces bioquimicas englobam substancias toxicas
capazes de inibir o desenvolvimento do patdgeno no hospedeiro, gerando condicGes adversas
para o crescimento e sobrevivéncia do mesmo no interior da planta (SCHWAN-ESTRADA,
STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008). Segundo Pascholati (2011), esses mecanismos

compreendem, por exemplo:
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e Pré-formados (passivos ou constitutivos):
- Estruturais: cuticula, tricomas, estomatos e fibras/vasos condutores.
- Bioquimicos: fendis, alcaldides, lactonas insaturadas, glicosideos sulfurados,
glicosideos cianogénicos, fototoxinas e inibidores proteicos/ peptideos.

e Pds-formados (ativos ou induziveis):

- Estruturais: papilas, halos, lignificacdo, camadas de cortica, tiloses e
glicoproteinas ricas em hidroxiprolina.

Bioquimicos: fitoalexinas e proteinas relacionadas & patogénese e espécies reativas
de oxigénio.

Os mecanismos de defesa das plantas apds o reconhecer da presenca do patégeno, sdo
desencadeadas cascatas de sinalizacdo e estimulos quimicos ou fisicos provenientes da ativacdo
dos mecanismos de defesa contra a acdo do fitopatogeno (CAVALCANTI et al., 2005). Esta
percepcao resulta na transducdo de sinais, que corre quando moléculas eliciadoras se ligam as
moléculas receptoras presentes na membrana da célula vegetal e as informagdes sédo
translocadas entre essas células, ao passo que, mensageiros secundarios sao ativados e genes
especificos relacionados a defesa sdo expressos (DE WIT, 2007; METRAUX, 2001).

Essa expressao de genes, funciona como a producao de um sinal inicial, o qual promove
alteraces metabolicas que estdo correlacionadas com mudancas nas atividades enzimaticas nas
celulas, tal como a fenilalanina amonia-liase, no metabolismo secundario, bem como enzimas
relacionadas a producdo de compostos de defesa como as peroxidases e enzimas relacionadas
diretamente na atividade de lise de compostos ou estruturas do patdégeno, como as -1,3-
glucanases e quitinases (CAVALCANTI et al., 2005).

A mudanca no fluxo i6bnico na membrana plasmatica, leva a geracao de espécies reativas
de oxigénio (perdxido de hidrogénio e radical super6xido), resultado de sinais que sdo liberados
proximos as células infectadas (METRAUX, 2001), a producdo e acimulo de compostos
fendlicos (BARROS et al., 2010) e ativacdo de proteinas relacionadas a patogénese, como
quitinase (ALMEIDA et al., 2012) e a p-1,3 glucanases presentes na parede celular de
patdgenos fungico (WU; BRADFORD, 2003).

As proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-RP) sdo responsaveis pela resposta
de defesa vegetal a fitopatdgenos, sendo encontradas em vérias espécies de plantas vegetais e
estdo agrupadas em 17 familias distintas, ocorrendo grandes mudancas quantitativas nos teores
de proteina solivel (VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006; CAVALCANTI, BRUNELLI;
STANGARLIN, 2005). Pode-se dizer que essas proteinas sdo induziveis no hospedeiro

constituindo de resposta a infeccdo por um patdégeno ou um composto abiodtico e estdo
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relacionadas com a resisténcia ndo especifica do hospedeiro ao patégeno (SCHWAN-
ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008).

Outro mecanismo de resisténcia € a reacdo de hipersensibilidade, que consiste na
formacéo de barreiras quimicas alocadas no ponto de penetracdo, sendo um dos mais eficientes
mecanismos de defesa de planta contra patdgeno, neste processo sdo sintetizadas espécies
reativas de oxigénio, acumulo de compostos fenolicos e fitoalexinas, as quais impedem o
desenvolvimento de atividade bioldgica, matando ndo somente o patégeno como a propria
célula vegetal (PASCHOLATI, 2011).

A interacdo planta patdgeno pode levar a expressdo de diferentes isoformas de
proteinas relacionadas a patogenicidade (ELVIRA et al.; 2008), e esta condicéo esta relacionada
a capacidade da planta em expressar seus genes de defesa (YANG et al., 2007). Deste modo, a
expressao dos mecanismos de resisténcia da planta, como a sintese de enzimas de defesa, pode
variar por fatores associados em funcéo da espécie, tecido vegetal infectado, nutri¢éo e o estadio
fisiologico, temperatura, umidade relativa do ar e pH (ALMEIDA et al., 2012).

2.5.2 Fitoalexinas

No século IX as fitoalexinas (phyton = planta; alexin = composto repelente) foram
descobertas e no seculo XX esta passou a ser estudada quanto a sua sintese e respostas de defesa
em plantas resistentes e suscetiveis a patogenos (VIVANCO et al., 2005).

As fitoalexinas sdo metabdlitos secundarios sintetizadas pelas plantas, sendo
caracterizadas como moléculas de baixa massa molecular e com atividade antimicrobiana,
podem acumular-se dentro das células vivas, temporariamente, préximo ou no local dos sitios
de infecdo, como resposta de defesa das plantas a exposicdo de patdégenos (JEANDET, 2015;
BRAGA, 2008).

A literatura ressalta que fitoalexina € um dos principais mecanismos de defesa das
plantas, pois estd relacionada com a prevencdo de organismos invasores. Varias sdo as
fitoalexinas que foram isoladas como, pisatina em ervilha (HADWIGER; TANAKA, 2014),
gliceolina em soja (NWACHUKWU et al.,, 2013), faseolina em feijao (MADAKBAS;
AWALE; KELLY, 2014), flavondides de arroz (HASEGAWA et al., 2014), as
deoxiantocianidinas em sorgo e milho (MATIELLO et al., 2016; IBRAHEEM et al., 2015) e
mais de 300 tipos foram caracterizadas em diferentes classes de compostos quimicos, como
cumarinas, diterpenos, flavonoides, luteolinidina, apigenidina e apigeninidina (JEANDET,
2015; CAVALCANTI et al., 2005). Em plantas de feijoeiro, a fitoalexina de maior relevancia
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na interacdo patdgeno-planta é a faseolina, identificada pela primeira vez por Miiller (1958),
mas Durango et al. (2002) passaram a estudar e demonstrar o seu efeito no controle de
fitopatdgenos.

A inducédo da sintese de fitoalexinas pode ocorrer por acdo de agentes bidticos ou
abioticos, em que moléculas, denominadas de eliciadores, sdo capazes de ativar esse mecanismo
de resisténcia (BONALDO et al., 2004). Entre essas moléculas destacam-se os carboidratos,
proteinas, enzimas, lipidios, glicoproteinas, polipeptideos (PASCHOLATI, 2011)
oligossacarideos, oligopeptideos e &cidos graxos (STANGARLIN et al., 1999), os quais podem
ser de origem microbiana (eliciador exdgeno) ou da propria planta (eliciador enddgeno)
(BRAGA, 2008; PASCHOLATI, 2011).

O acumulo desse metabolito secundario no interior da planta, é capaz de limitar o
crescimento do patdégeno em funcdo da sua toxidez e além disso, pode induzir a respostas de
hipersensibilidade no tecido infectado que culmina em lesdo do tipo necrdtica (AHUJA;
KISSEN; BONES, 2012). Segundo Pascholati (2011), o principal modo de acdo das fitoalexinas
estd atrelado as alteracdes na membrana plasmatica do patdgeno que resulta em perda de
eletrolitos, morte celular, perda da integridade estrutural e funcional da membrana.

Em fungos o seu modo de acdo é caracterizado pela desorganizacdo do contetdo
celular, granulacdo citoplasmética, ruptura da membrana plasmatica, além da inibicdo da
atividade enzimatica fangica, esses efeitos refletindo na germinacdo dos esporos e elongacao
do tubo germinativo, além da reducdo do crescimento micelial (STANGARLIN et al., 2011;
BRAGA, 2008).

De acordo com a literatura, varios sdo os trabalhos que apontam a capacidade de
plantas em produzir e acumular fitoalexinas como mecanismo de defesa vegetal. A exemplo
disso é extrato de propolis testado em plantas de pepino no controle de ddio e avaliado quanto
a capacidade indutora de fitoalexinas. Como resultado, verificaram que o extrato apontou
potencial para o controle da doenga, via aplicacdo preventiva na concentracdo de 8%
(GUGINSKI-PIVA et al., 2015).

A producdo de fitoalexina em sorgo foi reportado por Moura et al. (2014), que
verificaram a presencga de compostos ativos, em hidrolato de carqueja por meio da extragdo de
o0leo essencial, com potencial de atividade antibacteriana de Xanthomonas campestres pv.
passiflorae, Erwinia carotovora e Bacillus subtilis pela sintese de fitoalexinas.

A caracterizagdo parcial de fragOes obtidas de extratos de Cymbopogon nardus por
cromatografia de filtracdo em gel e por cromatografia de camada delgada foi estudada por

Moreira et al. (2008), na inducao da fitoalexina em sorgo e soja. Para soja, as fracoes purificadas
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ndo induziram gliceolina e apontam que, possivelmente, 0 método empregado n&o foi capaz de
extrair as moléculas eliciadoras desta fitoalexina. Para tanto, ao testar em sorgo, houve inducéo
da deoxiantocianidine. Moreira et al. (2008) sugeriram ainda, sobre a necessidade de realizar
novos estudos a fim de avaliar o potencial das fragcdes, bem com a caracterizacdo de moléculas
eliciadoras presente nas mesmas.

Simdes et al. (2005) descreveram a presenca de fragmentos de polissacarideo do tipo
mucorano em esporos do fungo saprébio Mucor ramosissimus, atuando como eliciadores na
inducdo e acumulo de fitoalexinas em soja. Entre estes estudos estdo os de Beninca et al. (2008)
que observaram a capacidade indutora de fitoalexina em soja e sorgo a partir de extratos
aquosos dos basidiocarpos de Agaricus blazei, Lentinula edodes e Pycnoporus sanguineus.
Arruda et al. (2012) estudaram o efeito de extrato de cogumelos na inducéo de fitoalexinas e
no controle de oidio na soja e verificaram que, na concentracao de 10% e 1% o extrato A. blazei
induziu o maior acimulo de gliceolina nos cotilédones da planta, ao passo que para 0s extratos
de L. edodes e P. sanguineus a atividade indutora ocorreu a 2%.

Extratos de basidiocarpos de P. sanguineus obtidos com solventes organicos foram
testados quanto a atividade indutora de fitoalexina. Beninca et al. (2008) verificaram que o
extrato diclorometanico, hexanico e etandlico ndo induziram fitoalexinas em cotilédones de
soja, mas sim a sintese de deoxiantocianidinas em mesocotilos de sorgo. Ruocco et al. (2015)
purificaram uma proteina de 8 kDa (HYTLO1) do filtrado de cultura pura de Trichoderma
longibrachiatum, pela metodologia de eletroforese em gel de poliacrilamida e a injecéo foliar
desta proteina induziu a ativacdo de varias respostas de defesa, entre elas a fitoalexina rishitin,
proteinas relacionadas a patogénese, espécies reativas de oxigénio, superéxido dismutase e

oxilipina.

2.5.3 Eliciadores

Os eliciadores sdo designados como moléculas capazes de induzir qualquer resposta
de defesa em plantas, seja celular, como resposta de hipersensibilidade (HR) e/ou molecular,
como a ativacdo de genes de defesa (DIXON; HARRISON; LAMB, 1994). Para tanto os
eliciadores passaram a ser utilizados como tratamentos ou compostos capazes de influenciar na
sintese e alterar as rotas metabdlicas e moleculares em plantas (XU et al., 2008).

Para Kamoun (2006), os eliciadores podem ser definidos como moléculas de agentes
patogénicos que sinalizam respostas de defesa nas plantas e com esse resultado, aumentam a

resisténcia contra patdégenos invasores. Suas funcdes sdo determinadas por varias caracteristicas
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estruturais, além de exibirem uma ampla natureza quimica (BONALDO et al., 2004). Resende
et al. (2007), as definem como sendo moléculas capazes de induzirem a producdo de
fitoalexinas e de varias proteinas-RPs.

A capacidade da planta em expressar suas respostas de defesa contra agentes
patogénicos, consiste do tratamento com eliciadores, que podem ser classificados de origem
abidticas e bidticas. Por sua vez, a origem abioética, pode-se incluir a luz ultravioleta e metal
pesado (HQgCl2), que sdo agentes que induzem estresse nas plantas (PASCHOLATI, 2011;
ZANARDO; PASCHOLATI; FIALHO, 2009), ions metalicos, moléculas organicas como
Acibenzolar-S-Metil (ASM) (METRAUX, 2007), temperatura, &cido salicilico, acido
jasmonico e etileno (RESENDE et al., 2007). Em relacdo aos agentes bidticos, esses sao
classificados como microrganismos Vidveis ou inativados, ou mesmo seus metabolitos
produzidos (PASCHOLATI, 2011).

Os eliciadores bidticos enddgenos sdo de origem vegetal, que sdo moléculas
produzidas e liberadas pela propria planta durante os eventos da interacao patdgeno-hospedeiro,
tal como oligogalacturonideos e outros oligbmeros da parede celular (PASCHOLATI, 2011).
Os eliciadores de origem microbiana, sdo conhecidos como exdgenos, produzidos ou liberados
pelos patdgenos, sendo fragmentos de parede celular que pertencem a diferentes classes
quimicas como, polimeros de carboidratos, glicoproteinas, oligopeptideos, lipopolissacarideos
peptideos, proteinas, lipidios e acidos graxos (PASCHOLATI, 2011).

Quando reconhecidos pelos receptores, os eliciadores desencadeiam respostas de defesa
nas células das plantas que culminam sintese e o acimulo de metabodlitos secundarios
(fitoalexinas e compostos fendlicos), glicoproteina rica em hidroxiprolina, ativacdo de rotas do
metabolismo secundarios (&cido salicilico, acido jasmonico e etileno) que atuam como
sinalizadores para a expressdo de proteinas-RP (DURRANT; DONG, 2004; JALALI;
BHARGAVA; KAMBLE, 2006), abertura de canais de ions, ativacdo de quinases no
citoplasma, acidificacdo do citoplasma, alteracdo nos niveis de calcio do citoplasma, cascata de
sinalizacdo via MAP-quinases, deposicdo de calose e lignificagdo de tecidos, como reforgos da
parede celular e resposta de hipersensibilidade (GRANT; LAMB, 2006). Outros mecanismos
podem ser ativados pelos eliciadores, como a geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO),
tais como peroxido de hidrogénio (H202), anion superoxido (O2 ) e hidroxila (OH"), os quais
causam danos a nivel celular (MARCHESE et al., 2008).

Os eliciadores estimulam os mecanismos de defesa da planta, de modo que na presenca
do patdgeno as respostas a esta condicdo sdo mais rapidas e intensas, pois o reconhecimento do

eliciador desencadeia uma completa cascata de sinalizagdes que ativam o sistema de defesa do
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vegetal (LATIF et al., 2014). Segundo Walters et al. (2005), muitos dos eliciadores estudados
tem um amplo espectro de inducéo de resisténcia de tempo prolongado, embora existam aqueles
de efeito temporario. Essa caracteristica ira depender da relacdo entre planta, patdgeno e
ambiente (LATIF et al., 2014).

As plantas desenvolveram mecanismos capazes de reconhecer quanto a presenca de
um microrganismo nos seus tecidos, processo adquirido durante sua evolugdo (GASSMANN,;
BHATTACHARJEE, 2012). Nesse processo, 0 reconhecimento esta envolvido nos padrdes
moleculares associados aos microrganismos (MAMPs - Microbe-Associated Molecular
Pattern) e patdgenos (PAMPs - Pathogen-Associated Molecular Patterns) (NEWMAN et al.,
2013). Os MAMPs ou PAMPs sdo moléculas que atuam como eliciadores de defesa vegetal
(MITHOFER; BOLAND, 2008), presentes na membrana celular ou no interior da célula, o
reconhecimento destas moléculas ocorre pelos receptores, sendo normalmente proteinas
transmembranas (BECK et al., 2012).

O metabolismo da planta hospedeira pode passar por rapidas alteracbes quando 0s
PAMPs sdo reconhecidos por seus receptores, a exemplo disso, 0s PAMPs exibem funcdo na
inducdo de defesa em plantas, sdo a ativacdo de B-glucanas, ergosterol e quitina, (HE; SHAN;
SHEEN, 2007), elicitinas, flagelina, fucanas sulfatados, glicoproteinas, invertase, proteinas
indutoras de necrose, transglutaminase e xilanase (NURNBERGER; LIPKA, 2005).

Uma das caracteristicas comum das respostas da resisténcia induzida por microrganismos
é o priming. Esta é uma condicdo na qual as plantas tratadas com um determinado eliciador
tornam-se preparada a ativar as respostas de defesa mais rapidamente, quando expostos ao
ataque de patégenos em comparacao com as plantas ndo tratadas (CONRATH, 2011). O efeito
do priming pode ser alcangado tanto por microrganismos ou por tratamento de compostos
naturais e sintéticos (GOELLNER; CONRATH, 2008). O priming é uma alternativa a ativacao
da resisténcia induzida de longa duragéo, pois atenua 0s mecanismos de resisténcia atravées da
modulacdo da “memodria imunologica” das plantas. Visto que os recursos para a defesa nao
estdo comprometidos até que a ameaca de nova infec¢do retorne, o priming é considerado um
mecanismo de “custo” relativamente baixo no avango para a defesa da planta (CONRATH,
2011; MEIRELLES, 2014).

Um exemplo de eliciadores de grande relevancia para estudos de inducdo dos
mecanismos de resisténcia de plantas € a proteina harpina, sintetizada por bactérias e utilizada
como eliciador comercial, apresentando a capacidade de ativar a sintese de moléculas

sinalizadoras, como o acido salicilico, acido jasménico e o etileno (CLARKE et al., 2005).
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Com objetivo de aprimorar os sistemas de cultivo por estratégias alternativas e mais
sustentaveis economicamente, além de minimizar o uso de insumos quimicos no controle de
doencas em plantas de soja e feijoeiro, Gongalves-Trevisoli et al. (2016), purificando 63 fracdes
eliciadoras a partir de fémeas de nematoides Meloidogyne javanica em cromatografia de
filtracdo em gel (CFG) concluiram que, oito das fragOes obtidas apresentaram potencial de
efeito indutor na producdo de fitoalexinas faseolina, enquanto quinze fracbes apresentaram
efeito indutor de fitoalexinas gliceolina. Os autores relatam que as fragdes que néo
influenciaram nainducao de fitoalexinas na planta, acredita-se que ha a necessidade de algumas
dessas moléculas estarem atuando em conjunto e/ou agem separadamente, de modo para haver

efeito eliciador e assim induzir a resposta de defesa no vegetal.

2.5.4 Peroxidases (POX)

A enzima peroxidase (POX, EC 1.11.1.7) e suas isoformas a qual estd presente nos
tecidos das plantas, em determinadas células animais e em microrganismos participam de varios
processos fisiologicos de grande importancia, pela sua participacdo na hipersensibilidade,
suberizacdo, metabolismo de parede celular e producéo de fitoalexinas, catalisando a oxidagéo
e eventual polimerizacdo de alcool hidroxicinamico em presenca de peroxido de hidrogénio
originando lignina, importante mecanismo fisico de defesa vegetal (STANGARLIN et al, 2011;
GASPAR et al., 1982).

A POX esta envolvida em diversas reacdes, entre elas, ligacdes de polissacarideos,
ligacGes de mondmeros, lignificacdo, oxidacdo de acido indol-3-acético, oxidacdo de fendis,
cicatrizacdo de ferimentos, defesa contra patdgenos e regulacdo da elongacéao de células entre
outras (HSU; KAO, 2003). Além disso, as POX tém sido relacionadas a uma variedade de
processos envolvidos na defesa, cujo interesse maior envolve o papel que elas desempenham
no bloqueio de um patégeno (ALAMGRO, et al., 2009; PASCHOLATI et al, 2008).

Mudancas na atividade das POX tém sido frequentemente correlacionadas a resposta de
resisténcia ou suscetibilidade em diferentes patossistemas (BONATTI et al., 1994). Com
relacdo a biossintese de lignina, um polimero complexo formado principalmente de unidade de
fenilpropandides, cujo radicais se polimerizam formando lignina, juntamente com celulose e
outros polissacarideos que ocorrem na parede celular das plantas, funcionando como uma
barreira fisica a penetracdo do patdgeno. A lignificacdo pode impedir o desenvolvimento do
patdgeno nos tecidos vegetais, estabelecendo barreiras mecanicas ao crescimento do patdgeno,

modificacdo da parede celular tornando-a mais resistente ao ataque de enzimas hidroliticas,
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aumento da resisténcia das paredes a difusdo de toxinas produzidas pelo patégeno, impedindo
que nutrientes do hospedeiro sejam utilizados pelo invasor (PASCHOLATI, 2011).

2.5.5 Polifenoloxidases (PFO)

A polifenoloxidase (PFO, EC 1.14.18.1) € uma enzima que contém em sua estrutura o
cobre como grupo prostético e possui 0 oxigénio molecular como co-substrato. As PFOs
agrupam um conjunto de enzimas responsaveis pela catélise da reacdo de oxidacao de polifendis
(o-difendis) transformando-os em quinonas (0-quinonas) constituindo uma atividade de
difenolase (QUEIROZ et al, 2008). Porém, em algumas plantas, essas enzimas podem também
catalizar a o-hidroxilacdo de monofendis, constituindo atividade de monofenolase. S&o também
referidas na literatura como fenol oxidases, catecolases, fenolases, catecol oxidases ou
tirosinases (OKOT-KOTBER et al., 2002; MAYER; HAREL, 1979).

Existem quatro mecanismos potenciais pelos quais o PPO pode inibir agentes invasores
patogénicos que incluem a toxicidade e atividade antimicrobiana de produtos de quinona,
reducdo da biodisponibilidade de proteinas e nutrientes, criacdo de barreiras fisicas similares a
lignina e participacdo na producdo de espécies reativas de oxigénio (FUERST et al., 2014).

Nas plantas, as PFOs estdo envolvidas no desenvolvimento de necrose em torno de
superficies de folha danificadas, nos mecanismos de defesa contra o ataque de insetos e
patégenos (AYDEMIR, 2004; AL-JASSABI, 2013), reacBes de imunidade, biossintese de
componentes da planta, eliminacédo de radicais livres de tecidos fotossintetizantes, controle dos
niveis de oxigénio no cloroplasto e sintese de compostos fenodlicos (FUERST et al., 2014). Os
compostos fendlicos podem agir através da inibi¢do de crescimento bacteriano ou servir como
precursores na formagao de barreiras fisicas, limitando translocac&o do patégeno (AYDEMIR,
2004).

A PFO geralmente é abundante em tecidos infectados e tem grande importancia para as
plantas, com envolvimento nos mecanismos de defesa ou na senescéncia. A importancia da
atividade das PFOs na resisténcia a doencas, provavelmente, deve-se a sua propriedade em
oxidar compostos fenolicos para quinonas, 0s quais sdo muito mais toxicos aos microrganismos
do que o fenol original. Por esta razdo, o aumento na atividade das PFO resulta em altas
concentragdes de produtos toxicos de oxidagéo, portanto, maior nivel de resisténcia a infeccao
(FUERST et al., 2014; AGRIOS, 2005).

As PFO e POX lideram a degradac&o oxidativa de compostos fenolicos préximos ao local

da descompartimentalizagdo celular provocada por patdégenos. A PFO estd diretamente
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envolvida no processo de escurecimento em alimentos, principalmente em frutas e hortalicas,

durante o processamento e armazenamento (CARNEIRO, 2003).

2.5.6 Catalase (CAT)

Entre as enzimas antioxidantes, a Catalase (CAT, EC. 1.11.1.6), que foi a primeira
enzima a ser descoberta e caracterizada (SHARMA et al., 2012), tem sido associada,
principalmente, a remogdo de H>O> de peroxissomos, convertendo-o em H>O e O, (RESENDE
et al., 2003). Possui 0 mais alto numero de turnover (Kcat) conhecido em enzimas, de modo
gue uma molécula pode catalisar a decomposicédo de até 40.000.000 moléculas de peroxido de
hidrogénio. A CAT uma hemoproteina altamente especifica, transforma o peroxido de
hidrogénio em &4gua (BROETTO, 2014):

H)Op === H,0 +12 0
Catalase

O H20; esta relacionado a inumeras condigdes de estresse da planta (SHARMA et al.,
2012). Enquanto as células das plantas estdo gerando H20- através de processos catabolicos, a
CAT é capaz de degrada-lo de forma eficiente em termos energéticos, visto que ndo requer o
uso de qualquer poder redutor, resultando em um ganho liquido de energia celular (MALLICK;
MOHN, 2000). Portando, em suma, as CATs funcionam como um canal de limpeza do H20-
celular (BREUSEGEM et al., 2001).

Todas as espécies de angiospermas ja estudadas possuem trés tipos de CAT (SHARMA
et al., 2012). Sendo assim, para melhor compreensdo e estudo, Willekens et al. (1997)
propuseram uma classificagdo para as mesmas: CATs da classe 1 sdo expressas em tecidos
fotossintéticos e reguladas pela luz, nos quais removem o H;O, produzido durante a
fotorespiracdo; CATSs da classe 2 sdo produzidas em niveis elevados nos tecidos vasculares e
podem exercer uma fungdo de lignificacdo mas, sua exata funcdo bioldgica permanece
desconhecida; e na classe 3 estdo as CATSs presentes abundantemente em sementes e plantas
jovens, cuja atividade esta relacionada a remocao do H20» produzido durante a degradagéo dos

acidos graxos no glioxissoma.

2.5.7 Fenilalanina amonia-liase (FAL)

Estando relacionada ao sistema de defesa das plantas, a fenilalanina amonia-liase (FAL,

EC 4.3.1.5) é a enzima chave do metabolismo dos fenilpropandides na grande maioria das
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plantas, devido do seu importante papel nas rea¢es do metabolismo dos compostos fenolicos
em resposta a infeccdo e a facilidade de preparacdo para 0s ensaios enzimaticos
(STANGARLIN et al., 2011; STRACK, 1997).

A FAL é uma enzima que esta situada em um ponto de ramificacdo entre os metabolismos
primario e secundario, de forma que a reacdo que a mesma catalisa é uma etapa reguladora
importante no aumento da producdo de compostos fendlicos (TAIZ; ZEIGER, 2009). Sua
atividade pode ser induzida pela suplementacdo exdgena de eliciadores como o acido salicilico
e 0 metil jasmonato (YAO; TIAN, 2005) e reguladora da biossintese de fitoalexinas derivadas
dos fenilpropandides (PASCHOLATI, 2011).

A FAL é responsavel pela desaminacdo da L-fenilalanina, transformando-a em &cido
trans-cinamico e aménia. O &cido trans-cindmico pode ser incorporado em diferentes
compostos fendlicos (acido 4-coumarico, acido caféico, acido ferulico e acido sinapico), os
quais estdo presentes na formacdo de ésteres, flavonoides e ligninas (PASCHOLATI, 2011,
SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008).

E em meio ao fenbmeno da inducgdo de resisténcia, a FAL é uma das enzimas largamente
estudada por fisiologistas por causa da sua importancia chave no metabolismo secundario das
plantas (KUHN, 2007).

2.5.8 B-1,3 glucanases (B-GASE)

As B-1,3 glucanases (B-GASE, EC 3.2.1.39), pertencentes a familia PR-2 das proteinas-
RP, atuam na acéo catalitica da hidrolise do polimero p-1,3-glucana. Em plantas essa agéo se
torna importante, pois durante a invasao flngica, ataca diretamente a estrutura da parede celular
do patogeno degradando B-1,3-glucana, principal componente estrutural dos das paredes
celulares dos fungos (PANG et al., 2004; PASCHOLATI, 2011).

As B-GASE sdo compostas por monémeros com massa molecular entre 25 a 35 kDa e
que produzem oligdbmeros com 2-6 unidades de glicose a partir do substrato laminarina (uma
B-1,3-glucana). Exibem formas basicas, que ocorrem normalmente intracelularmente (nos
vacuolos), e &cidas, que ocorrem extracelularmente e possuem acdo imediata na defesa das
plantas, pela acdo direta nas hifas invasoras (STANGARLIN et al., 2011; MARTINS, 2008).

Sdo enzimas liticas que hidrolisam a quitina (um polimero de N-acetilglucosamina) e as
B-1,3-glucanas. Essas hidrolases sdo encontradas normalmente em tecidos vegetais e estdo
principalmente envolvidas na defesa das plantas contra os fungos, uma vez que sao constituintes

da parede celular fangica. A atividade destas enzimas pode ser desencadeada em resposta a
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infeccdo de patdgeno, metabolitos provenientes de microrganismos ou substancias quimicas
que agem como indutores de resisténcia (PASCHOLATI, 2011).

Juntamente com quitinase, as B-GASE representam hidrolases antifingicas, as quais
atuam sinergisticamente, causando lise da hifa e inibindo o crescimento de fungos patogénicos.
Além disso, B-GASE liberam fragmentos glicosidicos, tanto do patdgeno, quanto da propria
parede celular da planta, os quais podem atuar como eliciadores de defesas do hospedeiro
(STANGARLIN et al., 2011; MARTINS, 2008).

2.6 METODOS DE CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA E CROMATOGRAFIA DE
FILTRACAO EM GEL

O termo cromatografia surgiu das palavras gregas chrom (cor) e grafe (escrever) e foi
estudado em 1906 pelo botanico Mikhail Semenovich Tswett, considerado hoje, como pai da
cromatografia. Com o avanco tecnoldgico e o potencial da técnica, a cromatografia se difundiu
em varias areas de estudo. Tswett contribuiu com o desenvolvimento do método ao descrever
a separacao de componentes de extratos de folhas, utilizando colunas de vidro preenchidas com
carbonato de calcio (fase estacionaria) e o éter de petroleo como eluente (fase movel)
(COLLINS, 2006; DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998). Como resultado da purificacdo, Tswett
observou bandas coloridas separadas ao longo da coluna, formados no adsorvente e eluidos em
velocidades diferentes, para assim ocorrer a separacdo dos componentes (ETTRE, 2003).

A técnica cromatogréafica pode ser classificada por critérios de:

1) Classificacdo pela forma fisica do sistema cromatografico: pode ser dividida em
cromatografia de coluna ou planar;

2) Classificacdo pela fase mével empregada: caracterizada pela cromatografia gasosa,
supercritica e a liquida. A cromatografia liquida pode ainda ser subdividida em a cromatografia
liquida classica (CLC), de modo que, a fase mdvel € arrastada ao longo da coluna apenas pela
forca da gravidade e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), onde se utilizam fases
estacionarias de particulas menores e com auxilio de uma bomba de alta presséo a fase movel
é eluida;

3) Classificacdo pela fase estacionéria utilizada: sdo utilizadas fases estacionarias
solidas, liquidas e quimicamente ligadas;

4) Classificacdo pelo método de separacdo: destacam-se os métodos de adsorcao,
particdo, troca ibnica e exclusdo molecular (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).
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A cromatografia é considerada como uma ferramenta analitica baseada na separagéo de
moléculas e que engloba um conjunto de métodos fisico-quimicos que visam separar diferentes
componentes de uma amostra (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998). A técnica de cromatografia
se destaca por ser um método de andlise de facil separacdo, identificacdo e quantificacdo das
diversas espécies quimicas presentes nos componentes de uma mistura (COLLINS, 2006).

A separagdo dos componentes de uma mistura estd fundamentada na sua migracao,
que envolve a interacdo destas com duas fases que estdo em intimo contato. A fase mével pode
ser uma solucédo de tampao fosfato, tris, borato, citrato, entre outras, eluidas por uma coluna em
fluxo continuo, sendo monitorada por um detector de luz ultra-voleta (UV). Para a purificagdo
de proteinas e &cidos nucleicos existe um comprimento de onda j& definido, sendo 280 nm e
260 nm, respectivamente. A coluna preenchida por uma matriz solida e porosa € chamada de
fase estacionaria, cujo papel é retardar a passagem dos componentes, resultando em diferentes
velocidades de migracdo das moléculas carregadas pela fase movel (COLLINS, 2006).

Dentro da cromatografia liquida destaca-se a cromatografia de troca idnica, que foi
registrada na literatura, pela primeira vez, pelos quimicos Way e Thompson em 1850, a partir
de observacdes feitas sobre a capacidade do solo em remover ions de amonia e de potassio
(SPADARO, 2006). A sua fase estacionaria possui trocadores aniénicos, com sitios carregados
positivamente, retendo anions e os trocadores catidnicos, carregados negativamente e retendo
cations. As proteinas, bem como outras moléculas, se ligam aos trocadores de cations e anions
de acordo com a sua afinidade. A variacdo das cargas dos polimeros que apresentam em sua
estrutura acido-base sdo dependentes do pH, o qual pode influenciar na separacdo de uma
proteina pelas diferencas de afinidade entre os trocadores de ions. No processo de eluicdo, a
fase movel carrega primeiramente as proteinas que tem baixa afinidade pelo trocador de ions e
o eluato é obtido primeiro, ao contrario das proteinas de maior afinidade em que sua separagédo
é retardada pela interacdo com o trocador (fase estacionéaria). Por sua vez, as proteinas que
ficaram adsorvidas a resina sdo eluidas através de um gradiente continuo de concentracao de
sal, melhorando a purificacdo das proteinas (SPADARO, 2006).

A cromatografia de filtracdo em gel, chamada também de exclusdo molecular, separa
as moléculas de acordo com o seu volume hidrodindmico e massa molar. A fase estacionaria se
caracteriza por ser inerte e apresenta caracteristicas que definem a distribuicao e a velocidade
de separacdo das substancias. A matriz (fase estacionaria), por onde a fase movel é eluida, €
formada de poros que interagem com a distribuicdo das particulas, pois aquelas de maior
tamanho migram com velocidade superior e sdo separadas primeiro, ao ser comparada as de

menor tamanho. Isso ocorre porque as moléculas de menor massa molecular penetram nos poros
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e percorrem um caminho maior pela fase estacionéria, de maneira que moléculas de maior
massa levam um tempo maior para ser detectada pela UV (ROTHSCHILD, 2006).

Dada sua importancia, varios sdo os trabalhos reportados na literatura, cujo método
empregado na purificacdo de molécula foi a cromatografia. Meinerz et al. (2014) purificaram e
selecionaram fragOes de extrato bruto de folhas da planta Adiantum capillus-veneris, por
precipitacdo com sulfato de amoénio e cromatografia de filtracdo em gel e verificaram a
capacidade das mesmas na sintese de fitoalexinas deoxiantocianidinas em mesocotilos de sorgo.
Gongcalves et al. (2014) testaram a metodologia de purificacdo de moléculas de carater eliciador,
a partir de fémeas de nematoides fitopatogénicos por cromatografia de filtragdao em gel.

Di Piero, Wulff e Pascholati (2006) utilizaram cromatografia de troca idnica para obter
fragdes do fungo shiitake (Lentinula edodes) e avaliaram a atividade de peroxidase no controle
de Colletotrichum lagenarium em mudas de pepino. Bonaldo e Pascholati (2007) purificaram
fracbes de Saccharomyces cerevisiae e avaliaram sua influéncia na germinac&o de conidios e
formacao de apressorios de Colletotrichum sublineolum e Colletotrichum lagenarium. J& lurkiv
(2009), avaliou a purificacdo parcial de compostos a partir Pycnoporus sanguineus por

cromatografia de troca i6nica e de exclusdo molecular.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DO ISOLADO DE Trichoderma longibrachiatum

O isolado de Trichoderma utilizado para o estudo é pertencente a cole¢do do
Laboratorio de Fitopatologia da Universidade Estadual do Oeste do Parana (Unioeste), Campus
de Marechal Candido Rondon, PR. O isolado selecionado para o trabalho possui caracteristica
de producdo de substancia secundaria de cor amarelada no meio de cultura. O isolado de
Trichoderma estd identificado como TOD2B da espécie Trichoderma longibrachiatum
(DILDEY etal., 2016).

3.1.1 Obtencéo do Filtrado de Cultura

O filtrado de cultura (FTC) sdo metabo6litos produzidos pela espécie T.
longibrachiatum e podem ser chamados também de exsudatos ou filtrados fungicos. O filtrado
foi produzido em 200 mL de meio de cultura liquido BD (Batata-Dextrose), conforme descrito
por Mello et al. (2007). Dois discos de meio BDA (5 mm de didmetro) contendo micélio com
esporos e hifas do T. longibrachiatum foi adicionado em Erlenmeyer (500 mL). Em seguida,
transferidos em agitador orbital constantemente a 180 rpm em temperatura de 25 °C, em
fotoperiodo de 12 horas.

Apobs 12 dias de cultivo em agitacdo, a cultura foi filtrada em gaze, em seguida em
papel de filtro qualitativo Whatman n® 1 (11 um de didmetro de poro), com auxilio de bomba a
vacuo, para retirada de hifas e esporos da solucéo e em seguida armazenado e congelado a -20
°C.

Foi utilizado para a purificacdo 20 mL de filtrado de cultura (FTC) de T.
longibrachiatum, o mesmo foi concentrado em polietilenoglicol 20’000 em membrana de
dialise (limite de exclusdo molecular de 12-16 kDa). Posteriormente, a aliquota obtida na
concentracdo foi ajustada para um volume final de 3 mL com tampéo fosfato de sédio 0,05 M
(pH 7,0). Em seguida foi filtrado em membrana Millipore 0,45 um didmetro e armazenado em

tubo de microcentrifuga, sendo congelado a -20 °C para posterior utilizacéo.
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3.1.2 Obtencéo do Extrato de Micélio

O extrato de micélio (EXM) do isolado de T. longibrachiatum foi obtido a partir de
colbnias com sete dias de crescimento em placas de Petri contendo meio de cultura BDA
(Batata-Dextrose-Agar), essas mantidas em camara de crescimento (BOD), em temperatura de
25 + 2 °C no escuro (DILDEY et al., 2016).

Ap0s os sete dias de crescimento, foi retirado da placa de Petri com auxilio de pinga,
trés gramas de micélio contendo hifas e esporos do T. longibrachiatum. Posteriormente foi
macerada mecanicamente e homogeneizada em 6 mL de Tampao fosfato de sodio 0,05 M (pH
7,0) com auxilio de almofariz de porcelana e pistilo. A mistura foi centrifugada a 20.000g
durante 25 min a 4 °C. O sobrenadante foi considerado como extrato de micélio do isolado de
T. longibrachiatum.

O extrato de micélio (EXM) utilizado para a purificacdo foi concentrado em
polietilenoglicol 20’000 em membrana de dialise (limite de exclusdo molecular de 12-16 kDa).
A aliquota obtida na concentracdo foi ajustada para um volume final de 3 mL com tampéo
fosfato de sédio 0,05 M (pH 7,0). Em seguida foi filtrado em membrana Millipore 0,45 pm de
didametro. Posteriormente, armazenado em tubo de microcentrifuga e congelado a -20 °C para

posterior utilizagdo.

3.2 OBTENCAO DO INOCULO DE Colletotrichum lindemuthianum

O patdgeno foi cedido pela EMBRAPA- CNPAF, Arroz e Feijao, Santo Anténio de
Goiéds, GO. O fungo C. lindemuthianum raca 91 (Cl 1247-91, CNPAF- Embrapa), foi
multiplicado e cultivado em meio &gar-vagem para crescimento e esporulacdo, mantidos em
temperatura de 20 °C, fotoperiodo de 12 horas (RAVA; SARTORATO, 1994).

3.3 CROMATOGRAFIA

3.3.1 Cromatografia de Troca I6nica

3.3.1.1 Separagdo de FracOes a Partir de Filtrado de Cultura e Extrato de Micélio de
Trichoderma longibrachiatum

A separacdo por cromatografia de troca iénica (CTI) foi realizada em coluna de vidro
(5 cm x 20 cm) preenchida com resina de troca idnica (UNOsphere™ Q Strong Anion
Exchange) (fase estacionaria) (GONCALVES-TREVISOLI, 2016), e equilibrada com o
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tampdo fosfato de sddio 0,05 M (pH 7,0) (fase liquida) (CELESTINO; FERREIRA FILHO,
2005).

Uma amostra de 1,5 mL da preparacdo (FTC/EXM) foi aplicada e eluida com o tampé&o
de equilibrio, com fluxo de 1,5 mL min, sendo coletadas fragdes de 6 mL. Apos a saida do
material n&o adsorvido, o material retido foi deslocado por gradiente linear de NaCl, no tampao
de equilibrio, nas concentragdes subsequentes de 0 a 100%, sendo que a determinacéo foi
medida pela condutividade elétrica das fracGes eluidas em gradiente salino. O monitoramento
das fracGes proteicas foi detectado em espectrofotdbmetro a 280 nm e a de carboidratos foi
determinado segundo o método descrito por Lever (1972). As fracbes foram reunidas de acordo
com o perfil de distribuicdo de proteinas e de carboidratos.

Para a eliminacdo do NaCl, as fracdes foram dialisadas em membrana de limite de
exclusdo molecular de 12-16 kDa contra polietilenoglicol 20°000 em agua destilada em um
volume de 4 L a 4 °C, com 6 horas de intervalo entre as trocas de agua (trés trocas)
(FRANZENER, 2011). As fraces eluidas somente em tampdo fosfato de sédio 0,05 M (pH
7,0) também foram concentradas nas membranas de dialise. As aliquotas das fracGes obtidas
foram ajustadas para um volume final de 3 mL com tampéo fosfato de sédio 0,05 M (pH 7,0).
O tampao de equilibrio foi deaerado por bomba de véacuo antes de ser eluido pela coluna.

Deste perfil de eluicdo foram obtidas um total de seis fracdes para FTC e seis fragoes
para EXM, que foram testadas quanto a capacidade de induzir as fitoalexinas de faseolina em

hipocétilos de feijdo, respectivamente.

3.3.2 Cromatografia de Filtracdo em Gel
3.3.2.1 Metodologia de Calibragdo da Coluna de Filtragdo em Gel

Para a calibracdo da coluna da cromatografia de filtracdo em gel (CFG) utilizou-se
Blue Dextrana (2000 kDa) para determinar o void volume (VO): 5 mg dissolvido em 2 mL de
tampao fosfato de sddio 0,05 M (pH 7,0) (tampé&o de equilibrio). O grupo de proteinas padrdo
utilizado foi: tireoglobulina (670 kDa), globulina (158 kDa), ovalbumina (44 kDa), mioglobina
(17 kDa) e vitamina B12 (1,35 kDa), solubilizadas em 500 pL de tampdo fosfato de sédio.
Cerca de 250 pL deste homogeneizado, mais 1.250 uLL de agua destilada foram aplicadas sobre
o leito da coluna e eluida com tampéo de equilibrio. A cromatografia das proteinas padrdes foi
realizada nas mesmas condi¢des que a cromatografia das proteinas (mesmo fluxo, absor¢édo

Otica, tampao e coluna), conforme descrito a sequir (GONCALVES et al., 2014).
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3.3.2.2 Separagdo de Fracdes a Partir de Filtrado de Cultura e Extrato de Micélio de

Trichoderma longibrachiatum

A separacdo por CFG foi realizada em coluna de vidro (1,5 cm x 50,0 cm) preenchida
com Sephacryl S-100-HR (Sigma Aldrich), formando um gel sedimentado (fase estacionaria).
A coluna foi equilibrada (fase movel) com tampdo fosfato de sodio 0,05 M (pH 7,0)
(CELESTINO; FERREIRA FILHO, 2005). Aplicou-se 1,5 mL das fragOes reunidas da CTI
sobre o leito da coluna e eluiu-se com o tampéo fosfato de soédio 0,05 M (pH 7,0), sendo
coletadas fragdes de 1 mL, num fluxo de 0,5 mL min? (GONCALVES et al., 2014). As fragoes
proteicas foram detectado em espectrofotdmetro a 280 nm e a de carboidratos foi determinado
segundo o método descrito por Lever (1972). As fracGes foram reunidas de acordo com o perfil
de distribuicdo de proteinas e de carboidratos.

A massa molecular relativa de cada fracdo detectada foi estimada por uma curva de
calibracdo. Para proteina a curva foi construida plotando-se em um grafico o log das massas
moleculares das proteinas e o quociente do volume de eluicdo dessas proteinas pelo “void
volume” (Ve/Vo) (y = 8867,4¢>2%) (Figura 1). A curva padrdo de agtcares redutores (glicose)
foi obtida pelo método de Lever (1972) (y = 0,0414x-0,0297) (Figura 1).
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Figura 1 - Curva padréo para a determinacgdo de massa molecular em coluna de filtracdo em gel
(1,5 cm x 50,0 cm) de Sephacryl S-100-HR. Padrdes moleculares: tireoglobulina (670 kDa),
globulina (158 kDa), ovalbumina (44 kDa), mioglobina (17 kDa) e vitamina B12 (1,35 kDa).
O volume vazio (Vo) da coluna foi determinado com azul de dextrana. Amostra de 1,5 mL
eluidas em fosfato de sodio 0,05 M (pH 7,0). Fracdes coletadas de 1 mL, a um fluxo de 0,5 mL
min.
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3.5 ACUCARES REDUTORES

O conteudo de agucares redutores foi determinado pelo método de Lever (1972). A
reacao envolveu a adi¢cdo de 200 puL da amostra e 50 puL de tampao fosfato de sodio 0,05 M (pH
7,0), mais 750 pL de solucdo de hidrazida do &cido p-hidroxibenzéico (PAHBAH) 0,5% (0,5 g
de hidrazida do &cido p-hidroxibenzoico diluida em 10 mL de HCI 0,5 M e acrescida de 40 mL
de NaOH 0,5 M). A mistura foi mantida em banho maria a 100 °C durante 5 min e resfriada em
banho de gelo. Para a calibracdo da amostra utilizou-se 500 puL do tampéo fosfato de sodio 0,05
M (pH 7,0) mais 500 uL de hidrazida do acido p-hidroxibenzdico. A leitura da absorbancia foi
realizada a 410 nm, em espectrofotdmetro, descontando-se os valores de absorbancia do branco.
A quantidade de acucares foi determinada utilizando-se curva-padrdo de concentracfes de
glicose, sendo: (y = 0,0414x-0,0297) (Figura 2).
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Figura 2 - Curva padrdo para a dosagem de carboidratos redutores através do método de Lever
(1972).

3.6 DETERMINACAO DE PROTEINAS TOTAIS

A metodologia de Bradford (1976) foi empregada para a quantificacdo do teor totais
de proteinas. Deste modo, foram homogeneizados 400 pL de tampéo fosfato de sodio 0,05 M
(pH 7,0), 400 pL da amostra de e 200 pL de reagente de Bradford. O reagente de Bradford foi
preparado em um baldo volumétrico adicionando-se 250 mg de corante azul de coomassie
brilhante G-250, 125 mL de etanol P.A, 250 mL de acido fosférico (H3PO4) e completado o
volume com agua destilada para 500 mL. Apds adicionar o reagente sob agitacéo e incubar por
5 min, foi realizada a leitura da absorbancia a 595 nm em espectrofotdmetro. Cada amostra foi



41

analisada em triplicata. A absorbéncia foi plotada em curva padrao para proteina com base em
albumina de soro bovino (y = 0,0434x + 0,0431, onde y é a absorbancia a 595 nm e x a

concentracdo de proteina (ug)) (Figura 3).
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[
n

0 5 10 15 20
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Figura 3 - Curva padrédo para a dosagem de proteinas através do método de Bradford (1976),
utilizando reagente concentrado.

3.7 BIOENSAIO PARA INDUCAO DE FITOALEXINAS EM HIPOCOTILOS DE
FENOEIRO

Sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) cultivar IPR-Colibri foram sanitizadas em
hipoclorito de sédio 1% por 5 min e lavadas em agua destilada esterilizada, semeadas em
bandejas contendo areia autoclavada (trés vezes a temperatura de 121 °C e 1 atm) e mantidas
no escuro. Apos sete dias, segmentos de hipocétilos estiolados com 0,5 cm foram destacados
das plantas, lavados em agua estéril e secos a temperatura ambiente sobre papel filtro estéril.
Quatro segmentos de hipocotilo foram colocados em tubo para microcentrifuga e imersos em
500 pL das fracdes purificadas. Os tubos foram mantidos a 25 °C no escuro por 48 horas. Os
hipocdtilos tratados foram transferidos para frascos contendo 4 mL de etanol 80%, mantidos a
4 °C, por 48 horas e agitados (agitador orbital/150 rpm) por 1 hora para extracdo da faseolina.
Em seguida, a partir do sobrenadante a fitoalexina (faseolina) foi mensurada em
espectrofotbmetro a 280 nm. Em seguida os hipocétilos foram lavados em agua destilada,
retirado excesso de umidade em papel toalha e pesados. O teor de faseolina na amostra foi
obtido pelo valor de absorbancia dividido pela massa dos hipocétilos (Abs.g.m f1)
(GONGCALVES-TREVISOLI, 2016; BAILEY; BURDEN, 1973).
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Os ensaios de fitoalexinas foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeticbes. Como tratamento controle foi utilizada a solu¢do tampéo
fosfato de sddio 0,05 M (TAP) e agua destilada estéril (H.O) e como tratamento padrdo de
inducdo, utilizado o indutor de defesa vegetal Acibenzolar-S-Metil (ASM) (50 mg i.a. L™ do
produto comercial Bion®) (KUHN, 2007), diluido em duas formas, em agua destilada estéril
(ASM/ H20) e tampdo fosfato de sédio 0,05 M (pH 7,0) (ASM/TAP).

3.8 INDUCAO DE RESISTENCIA DE FEIJOEIRO TRATADO COM FRACOES DE
FILTRADO DE CULTURA E EXTRATO DE MICELIO DE Trichoderma longibrachiatum
CONTRA ANTRACNOSE

O experimento foi conduzido no Complexo de Controle Bioldgico e Cultivo Protegido
Prof. Dr. Mario César Lopes, pertencente a Universidade Estadual do Oeste do Parana
(Unioeste), Campus de Marechal Candido Rondon, PR, durante o0 més de setembro a outubro
de 2015.

O ensaio foi realizado em delineamento experimental em blocos casualizados, com
quatro repeti¢fes por tratamento. Os tratamentos constituiram de oito fracbes obtidas da CFG,
fragcOes selecionadas pela capacidade de inducéo de faseolina (F17, F23, F25, F27, F29, F31,
F38 e F46) e dois controles, ASM/TAP: Acibenzolar-S-Metil (50 mg i.a. L™ do produto
comercial Bion®), tratamento utilizado como indutor de resisténcia padrio de defesa vegetal
diluido em tampéo fosfato de sodio (0,05 M, pH 7,0) e TAP: solucdo tampdo fosfato de sodio
0,05 M, pH 7,0).

As sementes de feijdo foram semeadas em vasos de polipropileno, cilindrico, com
capacidade de 2 L, contendo substrato solo:areia:matéria organica na proporcao de 3:2:1, essa
mistura autoclavada por 25 minutos a 120°C repetindo-se a operacdo em 24 horas. Foram
semeadas cinco sementes de feijdo do cultivar IPR-Colibri, com posterior desbaste, deixando-
se apenas trés plantas por vaso.

Os tratamentos foram aplicados ap6s 10 dias da emergéncia das plantas de feijoeiro,
através de pincelamento (Pincel roligo, marca Condor 456 n°10) em uma das folhas primarias
para verificar o efeito local (folha tratada (FT)), sendo que a outra folha primaria ndo recebeu
tratamento (folha ndo tratada (FNT)) para verificar a ocorréncia de indugéo sistémica.

A suspenséo de esporos do patdgeno foi ajustada para 1,4x10° conidios mL™, suspenséo
preparada de acordo com o item 3.2 (CAMPOS et al., 2004). A inoculagdo do patdgeno C.

lindemuthianum, foi realizada 72 horas ap0s a aplicagdo dos tratamentos, sendo realizado pelo



43

processo de aspersdo foliar nas plantas de feijoeiro, que foram borrifados na parte aérea até o
ponto de escorrimento. Apos a inoculagdo, as plantas de feijoeiro foram mantidas em camara
umida por 18 horas e em temperatura de aproximadamente 22 °C (DALLA PRIA; AMORIM;
BERGAMIN FILHO, 2003).

Para analises bioquimicas, foram realizadas trés coletas de amostras de tecido foliar,
sendo que para cada coleta, foi retirado uma amostra de FT e uma de FNT, proveniente da
mesma planta: 12 coleta (sem aplicacdo dos tratamentos, 22 coleta (72 horas ap0s a aplicacao
dos tratamentos) e 3? coleta (72 horas apds a inoculacéo do patégeno C. lindemuthianum).

As amostras de tecido foliar foram coletadas, pesadas (0,5 g) e acondicionadas em
envelopes de aluminio, congelado a -20 °C e mantidas em freezer até 0 momento da extracao

para determinacdo das andlises bioquimicas.

3.9 DETERMINACAO DE ENZIMAS RELACIONADAS A DEFESA
3.9.1 Obtencéo dos Extratos Proteicos

Os extratos proteicos foram obtidos de acordo com a metodologia de Lusso e Pascholati
(1999). Amostras com peso aproximadamente 0,5 g foram trituradas e homogeneizadas
mecanicamente em 4 mL de tampdo fosfato de soédio 0,01 M (pH 6,0), em almofariz de
porcelana e acrescentado 0,04 g de polivinil pirrolidona durante a maceracdo. O homogeneizado
foi centrifugado a 20.000g durante 25 min a 4 °C. O sobrenadante foi considerado como extrato
enzimatico, congelado a -20 °C, para posterior determinacdo da atividade das enzimas
peroxidase (POX), polifenoloxidase (PFO), catalase (CAT), fenilalanina amonia-liase (FAL) e
B-1,3 glucanases (B-GASE).

3.9.2 Determinacao de Proteinas SolUveis Totais

O teor de proteinas solUveis totais foi determinado pela metodologia de Bradford (1976),
constitui-se de 785 pL de tampao fosfato de sodio 0,01 M (pH 6,0), 15 uL da amostra enzimatica
e 200 pL de reagente de Bradford (250 mg de corante azul coomassie brilhante G-250, 125 mL
de acido fosforico (HsPOa4) e 125 mL de agua destilada). Apos adicionar o reagente sob agitagdo
e incubar as amostras por 5 min, foi efetuada leitura na absorbancia de 595 nm em
espectrofotdbmetro. Cada amostra foi formada por trés réplicas. A cubeta de referéncia consistiu
de 800 pL de tampao fosfato 0,01 M (pH 6,0) e 200 uL do reagente. A absorbancia foi plotada
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em curva padrdo para proteina (y=0,0483x + 0,0275, onde y € a absorbancia a 595 nm e x a
concentracdo de proteina com base em albumina de soro bovino). Os resultados foram

expressos em mg mL™* g massa fresca™.

3.9.3 Atividade de Peroxidase

A atividade de POX foi determinada a 30 °C, através do método espectrofotométrico
direto, pela medida da conversao do guaiacol em tetraguaiacol a 470 nm, por um periodo de 2
min, com medidas de densidade ética a cada 15 segundos (HAMMERSCHIMIDT; NUCLES;
KUC, 1982). A mistura da solucéo consistiu de 900 pL do substrato para enzima (306 pL de
peroxido de hidrogénio p.a., 12,5 mL de guaiacol 2% e 87,5 de tampéo fosfato de sddio 0,01 M
(pH 6,0) e 100 pL da preparacdo enzimatica. Os resultados foram expressos pela atividade na
variacdo entre os valores extremos situados na faixa de incremento linear unidade de enzima
U.E. min mg proteina. Uma unidade da enzima (U.E.) é definida como a quantidade de
enzima necessaria para elevar a absorbancia de 0,001 unidade por minuto (CAMPOS et al.,
2004).

3.9.4 Atividade de Polifenoloxidase

A atividade da PFO foi determinada usando a metodologia de Duangmal e Apenten
(1999), adaptada por Kuhn e Pascholati (2010). O ensaio constitui em mensurar a oxidagéo do
catecol convertido em quinona, reacao esta, medida pela enzima PFO. O substrato foi composto
por catecol na concentracdao de 0,002 M, dissolvido em tampao fosfato de sodio 0,01 M (pH
6,8). A reacdo foi desenvolveu misturando-se 900 pL de substrato e 100 uL da preparacao
enzimatica. As leituras realizadas em espectrofotémetro, a 420 nm, sendo determinadas por um
periodo de 1 min, com densidade Otica registrada a cada 15 seg. A atividade foi determinada
pela variacdo ocorrida entre os valores situados na faixa de incremento linea U.E. (unidade de

enzima) min! mg proteina™.
3.9.5 Atividade de Catalase

A atividade de CAT foi determinada como descrito por Havir e McHale (1987). Uma
aliquota de 50 pL do extrato enzimatico foi adicionada a 950 pL tampéo fosfato de potassio
(50 mM, pH 7,0) contendo peroxido de hidrogénio (H.O2, 12,5 mM) e o decaimento da
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absorbancia a 240 nm foi acompanhado durante 80 segundos, com leituras a cada 10 segundos.
A atividade da enzima foi, calculada com base no coeficiente de extin¢cdo molar do H>O> de 36
mM? cm™ a 240 nm e a atividade foi determinada pela variacdo ocorrida entre os valores

situados na faixa de incremento linea U.E. (unidade de enzima) min'* mg proteina™.
3.9.6 Atividade de Fenilalanina Amonia-liase

A atividade da FAL foi determinada pela quantificacdo colorimétrica do acido trans-
cindmico liberado do substrato fenilalanina, metodologia descrita por Umesha (2006), a qual
50 uL da preparagdo enzimatica foram acrescidos de 450 pL de tampéo Tris-HCI 0,025 M (pH
8,8) e 500 pL de uma solucéo de L-fenilalanina 0,05M. A mistura da reacdo, foi incubada a 40
°C por 2 horas. No final desse periodo, adicionou-se 60 puL de HCI 5 M para cessar a reagéo,
seguindo-se a leitura em espectrofotdbmetro a 290 nm. A atividade de FAL constituiu da
diferenca entre a absorbancia da mistura contendo amostra e do controle (50 uL de extrato
proteico e 950 L de tampéo Tris-HCI 0,025 M (pH8,8)), a qual foi plotada em curva padréo
para &cido trans-cinamico (y =0,0095x + 0,0255, onde y € a absorbancia a 290 nm e x a
concentracdo de &cido trans-cindmico (mg)), expressa em mg acido trans-cinamico h™* mg

proteina™.
3.9.7 Atividade de B-1,3 glucanase

A atividade de B-GASE foi determinada pela quantificagcdo colorimétrica de aglcares
redutores liberados a partir da laminarina (VOGELSANG; BARZ, 1993). A reacdo envolveu
100 pL da preparagdo enzimatica, 50 uL de tampao fosfato de s6dio 0,01 M (pH 6,0) e 150 uL
de laminarina (2 mg mL™), que foi desenvolvida a 40 °C durante 1 hora. No controle passou
pelo mesmo processo, porém a adicdo de laminarina foi feita somente apds a incubacdo. Os
acucares formados foram quantificados pelo método de Lever (1972), que consiste em extrair
uma aliquota de 30 pL da solugdo anterior e acrescentar a esta 1,5 mL da solu¢do de hidrazida
do &cido p-hidroxibenzoico 0,5% (PAHBAH) (0,5 g de hidrazida do acido p-hidroxibenzdico
diluida em 20 mL de HCI 0,5 M e acrescida de 80 mL de NaOH 0,5 M). A mistura foi mantida
a 100 °C durante 10 min, resfriada em gelo por 10 min e determinada a absorbancia a 410 nm.
A atividade de B-GASE consistiu da diferenca entre a absorbancia da mistura contendo amostra
e do controle, a qual foi plotada em curva padrao para glicose (y = 0,002x + 0,0046, onde y é a
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absorbancia e x a concentracdo de acUcares redutores (mg)) e expressa em equivalente mg

glicose mL* h™t mg proteina™.
3.10 AVALIAC}AO DA SEVERIDADE

A avaliacao da severidade da doenca foi realizada 5 dias ap0s a inoculagdo do patégeno
C. lindemuthianum, através da area lesionada no par de folhas primarias utilizando a escala

diagramética (Figura 4), descrita por Dalla Pria, Amorin e Canteri (1999).
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Figura 4 - Escala diagramética para antracnose do feijoeiro. Fonte: Dalla Pria, Amorin e
Canteri (1999).

3.11 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados in vitro do bioensaios de fitoalexina foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias referéncia aos tratamentos aplicado teste de Scott-Knott ao nivel de 5%
de probabilidade. O programa utilizado para analise foi software estatistico SISVAR versdo 5.6
(FERREIRA, 2014).

Para o ensaio in vivo na inducdo de resisténcia, apos tabulados os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias referente aos tratamentos foi aplicado
o teste de Scott-Knott e as médias referente a forma de aplica¢do nas folhas comparadas pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, por meio do programa estatistico SISVAR
versdo 5.6 (FERREIRA, 2014).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA
4.1.1 Fracdes Obtidas a Partir de Filtrado de Cultura de Trichoderma longibrachiatum

Os picos para carboidratos e proteinas purificados apresentaram menores magnitudes,
porém, a presenca de um pico de natureza glicoproteica de alta absorbancia foi registrada (1,182
nm), ao passo que, também foi verificado a presenca de um pico proteico (0,0104 nm),
correspondente ao material retido, inicialmente, na resina. Como a resina utilizada é de troca
anionica, os carboidratos que ficaram ligados nela apresentam carga liquida negativa, sendo
necessario serem eluidas em gradiente de concentracdo de NaCl. Quando eluidas pelo gradiente
de concentracdo, verificou-se a presenca de um pico de maior absorbancia em 0,1167 nm de
natureza glicoproteico. Para 0s picos proteicos que coincidiram com os glicidicos, estes foram
considerados como sendo glicoproteicos, enquanto aqueles que ndo coincidiram com 0s picos
proteicos, estes foram considerados como sendo glicidicos (Figura 5).
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Figura 5 - Cromatografia de troca ionica a partir de filtrado de cultura de Trichoderma
longibrachiatum. Uma amostra de 1,5 mL foi aplicada sob coluna de vidro (5 cm x 20 cm)
preenchida com resina de troca idnica (UNOsphere™ Q Strong Anion Exchange) equilibrada
e eluida com tampéo fosfato de sodio 0,05 M (pH 7,0), sendo coletadas fragdes de 6 mL, num
fluxo de 1,5 mL min. O material adsorvido foi eluido com gradiente linear de NaCl (0 a 100%)
no mesmo tampao. Proteina (verde) foi determinada em 280 nm e carboidratos em 410 nm
(azul) pelo método de Lever (1972). Concentragfes de NaCl (vermelho) foram determinadas
por condutividade (mS cm™).
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A partir da separacdo de moléculas de FTC de T. longibrachiatum por CTI, as fracfes
que apresentaram carater de natureza semelhante foram reunidas em quatro fracdes de natureza
glicoproteicas (Fracdes: 1, 2, 3 e 4) para aquelas ndo ligadas a resina e que apresentaram carga
liquida positiva. Para as fracGes em que as moléculas foram ligadas a resina (eluidas contra um
gradiente de concentracdo de NaCl e, em seguida, dialisada em &gua destilada) foi registrada
uma fragdo de natureza glicidica e outra de natureza glicoproteica (Fragdes: 5 e 6) (Figura 5;
Tabela 1).

4.1.2 Fracgtes Obtidas a Partir de Extrato de Micélio de Trichoderma longibrachiatum
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Figura 6 - Cromatografia de troca idnica a partir de extrato de micélio de Trichoderma
longibrachiatum. Uma amostra de 1,5 mL foi aplicada sob coluna de vidro (5 cm x 20 cm)
preenchida com resina de troca idnica (UNOsphere™ Q Strong Anion Exchange) equilibrada
e eluida com tampao fosfato de sédio 0,05 M (pH 7,0), sendo coletadas fragdes de 6 mL, num
fluxo de 1,5 mL min. O material adsorvido foi eluido com gradiente linear de NaCl (0 a 100%)
no mesmo tampao. Proteina (verde) foi determinada em 280 nm e carboidratos em 410 nm
(azul) pelo método de Lever (1972). Concentracbes de NaCl (vermelho) foram determinadas
por condutividade (mS cm™).

A partir da purificacdo de moléculas de EXM de T. longibrachiatum por CTI, em
primeiro momento, foram obtidas fracGes ndo ligadas a resina, sendo coletadas quatro fragoes,
uma de natureza glicoproteica (Fragdo 7) com maior absorbancia de 0,493 nm, duas de natureza

proteica (Fragdo 8 e 9), cuja absorbancias foram 0,0016 nm e 0,0022 nm e uma fracdo de
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natureza glicidica com 0,128 nm. Todas as fragdes purificadas apresentam carga liquida
positiva (Figura 6).

As fracOes que ficaram retidas na resina (eluidas contra um gradiente de concentracdo de
NaCl e, em seguida, dialisadas em agua destilada) foram separadas em duas fra¢6es, uma de
natureza proteica com absorbéncia de 0,044 nm (Fracdo 11) e o outro de natureza glicoproteica
de 0,041 nm (Fracdo 12), ambas caracterizadas como sendo moléculas de carga liquida negativa
(Figura 6, Tabela 1).

4.1.2 Bioensaio De Fitoalexinas em Hipocotilos De Feijoeiro

As fracOes purificadas pela CTI a partir de FTC e EXM e testadas em bioensaios para

producdo de fitoalexinas faseolina em hipocoétilos de feijoeiro, sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Frag@es, natureza, teor de proteina total, teor de carboidrato e acimulo de faseolina
em hipocatilos de feijoeiro tratados com as fragdes glicoproteicas e glicidicas provenientes da
cromatografia de troca idnica, a partir de filtrado de cultura e extrato de micélio de Trichoderma
longibrachiatum.

Fracdes Teor de Teor de _

CTI Amostra Natureza Proteina Total Carbmdrato Faseolina
(ug proteina mL™?) (ug glicose mL?1) (280 nm.g.m 1)

1 Glicoproteica 24,86 94,36 6,64 B

2 Glicoproteica 39,37 15,43 6,28 B

3 FTC Glicoproteica 16,88 6,15 525C

4 Glicoproteica 9,77 13,01 7,70 A

5 Glicidica 11,90 16,20 8,10 A

6 Glicoproteica 6,45 16,20 7,12 A

7 Glicoproteica 19,82 10,88 6,40 B

8 Proteica 24,02 11,56 6,88 B

9 EXM Proteica 17,48 9,24 6,35 B

10 Glicidica 6,91 7,60 6,18 B

11 Proteica 33,38 6,34 6,17 B

12 Glicoproteica 10,43 17,36 7,07 A

ASM/H,0*! -- -- -- -- 6,31 B

ASM/TAP? -- -- - -- 556 C

H.03 -- -- -- -- 447 C

TAP? -- -- -- -- 4,08 C

CV (%) 13,88

IASM/H,0: Acibenzolar-S-Metil (50 mg i,a, L) diluido em agua esterilizada; 2ASM/TAP: Acibenzolar-S-metil (50
mg i,a, L) diluido em tampé&o fosfato de sédio 0,05 M (pH 7,0), utilizado como inducéo de resisténcia padrao;
3H,0: Agua esterilizada utilizada como tratamento controle; “TAP: Solucio tampéo fosfato de sodio 0,05 M (pH
7,0) utilizado como tratamento controle; Médias seguidas pelas mesmas letras mailscula na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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As fracdes 4,5 e 6 de FTC e a fragdo 12 de EXM (Fragéo 4, nédo ligada a resina; Fragdo
5, 6 e 12, ligadas a resina) foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott, os quais apresentaram
caracter eliciador, com potencial ativador da fitoalexina faseolina, das quais, as concentracoes
do teor de proteina total detectadas foram de 9,77 pg proteina mL™; 11,90 pg proteina mL™;
6,45 pg proteina mLt; 33,38 g proteina mL? e 10,43 pg proteina mL™?, respetivamente. Para
teores de carboidratos as concentragdes obtidas foram 13,01 ug glicose mL™; 16,20 pg glicose
mLt; 16,20 pg glicose mL?; 6,34 pg glicose mL™ e 17,36 pg glicose mL™, respectivamente.
De modo geral, a fracdo 5 foi de maior inducéo de sintese de faseolina, com 28,36 % maior em
relagdo ao tratamento padrdo de inducéo resisténcia ASM/H20 (Acibenzolar-S-Metil + agua
esterilizada). Com relagéo as fragcOes 4, 6 e 12 o efeito indutor de fitoalexinas foi 22,02%,
16,15% e 15,33% respectivamente, maiores em relacdo ao ASM/H20.

Em relacdo as fracdes 1 e 2 (FTC), 7, 8, 9, 10 e 11 (EXM) estas foram agrupadas pelo
teste de Scott-Knott no segundo grupo, a qual responderam de maneira semelhante ao
tratamento padrdo de inducdo resisténcia ASM+H>0. A fragdo 3 (FTC) ndo demonstrou
inducdo da sintese de fitoalexinas nos hipocaétilos de feijoeiro, sendo os valores semelhante ao
tratamento controle ASM/TAP (Acibenzolar-S-Metil + Tampéo fosfato de sédio 0,05 M (pH
7,0)).

4.2. CROMATOGRAFIA DE FILTRACAO EM GEL (CFG)

Com finalidade de purificar novas fracdes a partir de filtrado de cultura (FTC) e extrato
de micélio (EXM) de T. longibrachiatum, com potencial indutor de fitoalexinas faseolina, as
fracdes obtidas pela CTI foram submetidas a purificacdo em CFG, sendo assim, possivel obter
novos picos de carater diferentes e de natureza variada. Os picos de fracdes obtidos da CFG de
FTC foram 14 e os picos de EXM foram 24, sendo esses testados quanto a capacidade de induzir

faseolina em hipocétilos de feijdo, respectivamente.

4.2.1 Fracg0Oes Obtidas a Partir de Filtrado de Cultura de Trichoderma longibrachiatum

Para a separacdo de novas fracdes de caracter eliciador a partir de FTC, com potencial
de atividade indutora de fitoalexinas, as fracOes obtidas pela purificacdo da CTI foram
submetidas a técnica de CFG. A purificacdo das fragdes de FTC (1, 2, 3, 4, 5 e 6) por meio da
CFG resultaram em 14 fracdes (Tabela 2). A purificacdo das moléculas pela técnica, apresentou

um grupo de natureza proteica, glicidica e glicoproteica, de massa moleculares conhecida, das
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quais, foram testadas em bioensaio de inducdo da fitoalexina faseolina em hipocoétilo de

feijoeiro.

Tabela 2 - Cromatogramas de fragdes proteicas, glicidicas e glicoproteicas provenientes da
cromatografia de troca idnica com suas correspondentes fracdes obtidas pela cromatografia

de filtracdo em gel, a partir de filtrado de cultura de Trichoderma longibrachiatum.

Fracdes Fragoes
C(';I'I Amostra CIEG Natureza Cromatograma
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Perfil proteico (lido diretamente a 280 nm de absorbéncia) e glicidico (lido indiretamente a 410 nm de
absorbancia) obtido por cromatografia de filtracdo em gel a partir das fragdes 1, 2, 3, 4, 5 e 6 da cromatografia
de troca ibnica.

A maioria das frages purificadas apresentaram em sua COMpOSiCdo0 uma maior
concentracdo de teor de proteinas em relacdo ao teor de carboidratos (Tabela 3), cujo o maior
teor de proteina total foi observado para a fragdo 17 (12,53 pg proteina mL™ contra 3,83 pg
glicose mL™), respectivamente e de natureza glicoproteica.

A utilizacdo da técnica de CFG foi eficiente para a purificacdo de moléculas provenientes
da CTI, com potencial de indu¢do da producdo de fitoalexinas em hipocotilos de feijoeiro. A
partir das 14 fracGes obtidas, 3 delas apresentaram potencial de inducdo (Tabela 3). Pelo teste
de Scott-Knott as fracdes 17, 23 e 25 foram agrupadas no grupo I, com potencial indutor da
fitoalexina faseolina, caracterizando-as como eliciadores de natureza glicoproteica e proteica,
com valores de 5,27, 5,49 e 6,13 Abs.g.m 2, respectivamente, valores estes, semelhante ao
tratamento padrdo de induc&o de resisténcia ASM (6,31 Abs.g.m f1).

As fragcOes 5 e 6 purificadas na CTI (moléculas ligadas a resina), apresentaram atividade
de producdo de fitoalexinas faseolina discutido anteriormente no item 4.1.2, as mesmas, quando
submetido a purificagdo pela CFG, resultaram nas fragdes 23 e 25 que foram capazes de induzir
a resposta de defesa nos hipocétilos de feijoeiro pela produgéo da sintese de faseolina, os quais,
apresentam massa molecular em torno de 3.3281,26 kDa e 45,09 kDa, respectivamente. Ja a

fracéo 2 purificada pela CTI (moléculas ndo ligadas a resina), ndo apresentou efeito de indugéo
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de faseolina, porem quando submetido a CFG resultou na fracdo 17 de carécter eliciador de
fitoalexina, com massa molecular de 33,16 kDa e de natureza glicoproteica.

Tabela 3 - FracGes, natureza, teor de proteina total, massa molecular, teor de carboidrato e acimulo
de faseolina em hipocotilos de feijoeiro tratados com as fragbes glicoproteicas e glicidicas
provenientes da cromatografia de filtracdo em gel, a partir de filtrado de cultura de Trichoderma
longibrachiatum.

Fracdes Teor de Proteina Massa Teor de _
CEG Natureza To:cal Molecular Carpmdrato Faseolina
(Ug proteina mL1) (KDa) (Ug glicose mL™1) (280 nm.g.m 1)
13 Proteica 11,38 4134 4,02 4,77 B
14 Glicoproteica 9,68 1,67 4,41 5,09 B
15 Glicidica 11,02 -- 5,86 4,56 B
16 Glicoproteica 11,03 576,0 4,12 4,41 B
17 Glicoproteica 12,53 33,16 3,83 527 A
18 Glicoproteica 8,87 257,7 4,51 4,37 B
19 Glicoproteica 10,49 350,4 4,31 4,83 B
20 Glicoproteica 10,28 1.656,5 3,83 4,98 B
21 Glicoproteica 9,85 350,4 4,02 4,40 B
22 Glicoproteica 9,10 1,67 3,73 507B
23 Proteica 11,46 3.281,2 4,60 549 A
24 Glicidica 9,30 - 3,64 4,33 B
25 Proteica 7,37 45,09 3,06 6,13 A
26 Glicoproteica 9,88 25,77 2,87 4,75 B
ASM/H,0*! -- -- -- -- 6,31 A
ASM/TAP? - - - -- 5,56 A
H.0? -- -- -- -- 4,08 B
TAP* -- -- -- -- 4,47 B
CV (%) 18,11

IASM/H,0: Acibenzolar-S-Metil (50 mg i,a, L) diluido em agua esterilizada; 2ASM/TAP: Acibenzolar-S-metil (50
myg i,a, L) diluido em tampé&o fosfato de so6dio 0,05 M (pH 7,0), utilizado como indugéo de resisténcia padrdo; *H.0:
Agua esterilizada utilizada como tratamento controle; “TAP: Solu¢io tampéo fosfato de sddio 0,05 M (pH 7,0) utilizado
como tratamento controle; Médias seguidas pelas mesmas letras maidscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05).

As fragbes 13, 14, 15, 16, 18, 19, 20, 21, 22, 24 e 26 foram agrupadas pelo teste Scott-
Knott no grupo Il, que por sua vez, apresentaram valores proximos da atividade de faseolina
em relacdo aos tratamentos controle (H20O - Agua esterilizada; Fosfato - Tamp&o fosfato de
sddio 0.05 M (pH 7,0)), com valores de faseolina semelhante a 4,08 e 4,47 Abs.g.m f, de modo
que, as fracOes apresentadas nédo induziram fitoalexinas, sendo elas de natureza proteicas,
glicidicas e glicoproteicas e suas massas moleculares 413,47 kDa, 1,67 kDa, -- kDa, 576,06
kDa, 257,77 kDa, 350,42 kDa, 1656,56 kDa, 350,42 kDa, 1,67 kDa, -- kDa e 25,77 kDa,

respectivamente.
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4.2.2 FragOes Obtidas a Partir de Extrato de Miceélio de Trichoderma longibrachiatum

Para a purificar de novas fragdes de caracter eliciador a partir de EXM, com potencial de
atividade indutora de fitoalexinas, as fracGes obtidas pela purificacdo da CTI foram submetidas
a técnica de CFG. A purificacao das fracdes de EXM (7, 8, 9, 10, 11 e 12) por meio da CFG
resultaram em 24 fragdes (Tabela 4). De modo que, o grupo de fragdes purificadas apresentam
natureza proteica, glicidica e glicoproteica, de massas moleculares conhecidas, das quais, foram

testadas em bioensaios de inducdo de fitoalexinas faseolina em hipocaétilo de feijoeiro.

Tabela 4 - Cromatogramas de fragdes proteicas, glicidicas e glicoproteicas provenientes da
cromatografia de troca idbnica com suas correspondentes fragdes obtidas pela cromatografia
de filtracdo em gel, a partir de extrato de micélio de Trichoderma longibrachiatum.
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Perfil proteico (lido diretamente a 280 nm de absorbancia) e glicidico (lido indiretamente a 410 nm de
absorbancia) obtido por cromatografia de filtragdo em gel a partir das fracbes 7, 8, 9, 10, 11 e 12 da

cromatografia de troca i6nica.

A partir das fracGes purificadas, pode-se observar, uma maior concentracao de teor de

proteinas do que teor de carboidratos (Tabela 5), tal como apresentado para as fragbes 35 (9,77

ug proteina mL™? e 5,76 pg glicose mL™1) e fragdo 40 (10,14 pg proteina mL™ contra 4,31 pg

glicose mL™), cujo teor de proteinas apresentaram-se maiores para esses picos em relagio ao

teor de carboidratos, sendo ambos de natureza glicoproteica.
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Tabela 5 — FracOes, natureza, teor de proteina total, massa molecular, teor de carboidrato e acimulo
de faseolina em hipocétilos de feijoeiro, tratados com as fragdes glicoproteicas e glicidicas
provenientes da cromatografia de filtracdo em gel, a partir de extrato de micélio de Trichoderma
longibrachiatum.

Fracdes Teor de Proteina Massa Teo_r de _
CEG Natureza To'EaI Molecular Cart_)0|drato Faseolina
(ug proteina mL™) (kDa) (ug glicose mLY) (280 nm.g.m 1)
27 Glicoproteica 8,04 1.875,7 3,93 584 A
28 Glicoproteica 7,89 273,3 4,51 3,69 B
29 Glicoproteica 6,14 1,89 3,73 6,20 A
30 Proteica 9,30 0,794 4,70 5,06 B
31 Glicoproteica 4,75 0,202 4,12 5,69 A
32 Glicoproteica 5,68 449,2 3,93 4,12 B
33 Glicidica 5,82 -- 451 3,89 B
34 Proteica 7,58 3,11 4,41 452 B
35 Glicoproteica 9,77 2,01 5,76 501B
36 Glicidica 7,98 -- 4,12 4,56 B
37 Proteica 8,21 478,0 4,60 4,94 B
38 Glicidica 5,99 -- 4,80 6,51 A
39 Glicoproteica 8,21 4,52 3,15 4,17 B
40 Glicoproteica 10,14 694,1 4,31 4,30 B
41 Glicidica 5,96 -- 4,80 4,13 B
42 Glicoproteica 6,11 4,52 3,35 4,76 B
43 Glicidica 4,49 -- 4,60 4,27 B
44 Glicidica 3,89 -- 3,93 5,03B
45 Glicidica 4,29 -- 4,22 4,99 B
46 Proteica 4,84 3.491,6 3,93 578 A
47 Glicidica 5,07 -- 4,12 490B
48 Glicoproteica 5,82 4,81 2,87 4,45 B
49 Glicidica 5,56 -- 3,64 4,97 B
ASM/H,0! -- -- -- -- 6,31 A
ASM/TAP? - -- -- -- 5,56 A
H.0? -- -- -- -- 4,08 B
TAP* - -- -- -- 4,47 B
CV (%) 18,11

IASM/H,0: Acibenzolar-S-Metil (50 mgi,a, L) diluido em agua esterilizada; 2ASM/TAP: Acibenzolar-S-metil (50
mg i,a, L) diluido em tampé&o fosfato de sédio 0,05 M (pH 7,0), utilizado como inducdo de resisténcia padréo;
3H,0: Agua esterilizada utilizada como tratamento controle; “TAP: Solucio tamp&o fosfato de sodio 0,05 M (pH
7,0) utilizado como tratamento controle; Médias seguidas pelas mesmas letras mailscula na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Quando as fracdes da CTI foram purificadas pela CFG, ap0s reunir os picos, resultaram
em fragcBes com caracteristicas indutoras de atividade da fitoalexina faseolina. Por meio do teste
de Scott-Knott, o tratamento padrdo de indugdo ASM+HO, apresentou maior resposta, com
valor médio de 6,31 Abs.g.m f e as fragbes 27 (5,84 Abs.g.m 1), 29 (6,20 Abs.g.m 1), 31
(5,69 Abs.g.m f1), 38 (6,51 Abs.g.m f1) e 46 (5,78 Abs.g.m f') reunidas no grupo I,
demostrando maior indugdo de faseolina em até 59,55% em relacdo ao tratamento controle

(H20 e Fosfato), como €é o caso da Fracdo 38.
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A fragdes 7, 9 (moléculas ndo ligadas a resina) da CTI, ndo apresentaram atividade de
producdo da fitoalexina faseolina discutido no item 4.1.2, porém quando submetido a
purificacdo pela CFG resultaram nas fraces 27, 29 e 31, com massa molecular de 1.875,76
kDa, 1,89 kDa, 0,202 kDa de natureza glicoproteica e a fracdo 38 de natureza glicidica (-- kDa),
respectivamente foram capazes de induzir a resposta de defesa nos hipocotilos de feijoeiro pela
producdo da sintese de faseolina. J& para a fracdo 12 (moléculas ligadas a resina) purificada
pela CTI, a qual, apresentou efeito de inducédo de faseolina e quando submetido a CFG resultou
na fracdo 46 de caracter eliciador e indutor de faseolina, de natureza proteica, com massa
molecular de 3.491,60 kDa, caracterizada como de maior peso em relagéo a demais fragdes.

Para as fragdes 28, 30, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 47, 48 e 49,
agrupadas no grupo Il, ndo apresentaram efeito indutor da fitoalexina, sendo seus valores
menores que o tratamento padrdo de inducao de resisténcia (ASM) e semelhantes ao tratamento
controle (H20 e TAP).

A separacdo de moléculas, por ser de facil utilizacdo e caracter pratico, o método de
cromatografia baseia-se na rapidez e simplicidade na purificacdo de moléculas de
caracteristicas eliciadoras e potenciais para ativacdo dos mecanismos de resisténcias na planta,
tal como foi empregada no presente estudo (COLLINS, 2006; GONCALVES-TREVISOLI,
2016).

A purificacdo de moléculas a partir de um microrganismo é realizada pelo método da
cromatografia, essa técnica, foi utilizada neste trabalho, permitindo a separacdo de moléculas
potencias do fungo antagonista Trichoderma, separacdo no qual, 0 mesmo é considerado
importante estudo para 0 mecanismo de resisténcia em plantas de feijoeiro.

Para as fracOes de FTC e EXM purificadas da CTI e testadas no bioensaio de fitoalexinas
em hipocotilos de feijoeiro, apresentaram resposta efetiva para inducdo do mecanismo de
resisténcia vegetal, pela qual é observado a presenca de moléculas eliciadoras que ativaram a
producdo de fitoalexinas. Segundo Gongalves-Trevisoli (2016), esse resultado esta atrelado a
atividade conjunta de moléculas, a partir dos picos obtidos na purificagdo por cromatografia.
Do mesmo modo, as diferentes fracbes da CTI, quando submetidas a purificacdo da CFG,
resultaram um grupo de fracGes de caracteristicas efetivas, que apresentaram atividade
eliciadora, com capacidade de induzir a producdo de fitoalexinas faseolina no feijoeiro, com
similaridade de inducdo em comparacdo ao ASM, tratamento padrdo de inducao de resisténcia.

Gongalves-Trevisoli et al. (2016), pesquisando 12 fragdes eliciadoras purificadas a partir
de fémeas de nematoides Meloidogyne javanica em cromatografia troca iénica (CTI),

concluiram que, trés fracGes obtidas (1, 3 e 5), apresentaram potencial de efeito indutor na
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sintese de faseolina em 35%, 29% e 28%, respectivamente, maiores em relacdo ao ASM.
Porém, foi observado efeito de supressdo na inducdo de fitoalexinas por quatro fracGes obtidas
(11, 8, 12 e 9), com porcentagem de 28%, 37%, 40% e 45%, menor que tratamento controle.

Esses mesmos autores, na tentativa de obter novas fracGes das obtidas pela CTI, quando
submetidas a CFG, de modo que, obteram fracdes de natureza glicidica e glicoproteica com
potencial indutor de fitoalexinas em hipocotilos de feijoeiro. Pela purificacdo, das 63 fracdes
totalizadas, cinco fracdes, 2, 6, 15, 17 e 22, apresentaram efeito eliciador induzindo a atividade
de faseolina em 86%, 124%, 98%, 94% e 77%, respectivamete maiores que o tratamento ASM,
sendo essas fragdes de caracter glicoproteica.

O mesmo pode ser observado para o presente estudo, sendo que as fragOes obtidas de
FTC e EXM, epresentaram inducdo de fitoalexina faseolina a partir da purificacdo da CTI,
quando as fracdes foram submetidas a CFG, a purificacdo foi eficiente, as quais apresentou
fracOes indutoras de fitoalexinas faseolina em hipocétilos de feijoeiro.

Para as fragdes 17, 23 e 25 obtidas de FTC purificadas na CFG, em média as respectivas
fracdes induziram 38% superior a atividade de sintese de faseolina em relacéo a testemunha
agua, sendo essas moléculas de natureza glicoproteica e proteica. O mesmo pode ser observado
para as fragOes 27, 29, 31, 38 e 46 obtidas de EXM e purificadas na CFG, apresentaram valor
médio de 47% superior em relacdo a testemunha agua, indicando potencial de atividade indutora
no acumulo de faseolina em hipocotilos de feijoeiro, caracterizando essas moléculas como
eliciadora de natureza proteica, glicidica e glicoproteica.

Em estudo realizado com cromatografia de troca idnica seguida de cromatografia de
filtracdo em gel de extrato bruto de dois isolados de cogumelos shiitake (Lentinula edodes),
Fiori-Tutida (2003) obteve 23 fragdes proteicas para o isolado LE 96/17 e 15 fracOes para o
isolado LE 95/01, comprovando a eficiéncia do método de purificacdo do extrato aquoso de
basidiocarpos do cogumelo shiitake.

A caracterizacdo e purificacdo de fracdes de decocto de Adiantum capillus-veneris
(avenca) provenientes da CFG, Meinerz et al. (2014) verificaram a capacidade de indugéo
eliciadora na sintese de fitoalexinas em mesocotilos de sorgo. Os autores encontraram pico
proteico, com 0,09 kDa do decocto ndo precipitado com sulfato de amonio (SA), induzindo
fitoalexinas, em torno de 6,68% superior a ASM. Entre as fracdes precipitadas de concentragdo
60-80% de sulfato de ambnio, mostraram-se superiores, promovendo atividade indutora de 76%
maior que o tratamento ASM. As caracteristicas das fragdes obtidas pela precipitacdo eram de

natureza proteicas e glicidicas, sendo possivel verificar efeito indutor de fitoalexinas em sorgo
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de maneira superior ao extrato originaria, do qual ndo era precipitado, indicando o potencial
dessas moléculas para estudos futuros de inducdo de resisténcia em plantas.

Yedidia et al. (2003), ao caracterizar a resposta sistémica induzida em plantas de pepino
inoculadas com Pseudomonas syringae pv. lachrymans pela prote¢do do fungo Trichoderma
asperellum aplicado no sistema radicular, obtiveram resposta de fitoalexinas que foram
determinadas em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Os resultados confirmaram
que a producéo de fitoalexinas glicosiladas no pepino requer a hidrolise acida do extrato como
condicdo prévia para a expressdo da atividade, em consequéncia 0 aumento da atividade
antimicrobiana potenciais para induzir respostas de defesa e pode ativar vias metabolicas
separadas que estdo envolvidas na sinalizagdo da biossintese da planta, levando a acumulagéo
sistémica de fitoalexinas.

Em trabalho desenvolvido por Stangarlin et al. (2010) com objetivo de induzir
fitoalexinas utilizando cotilédones de soja pela levedura Saccharomyces boulardii na forma do
produto comercial Floratil (Merck), massa de células e de filtrado do meio de cultivo das
leveduras em diferentes concentracfes, os autores verificaram que, apenas os tratamentos
filtrados e S. boulardii, apresentaram efeito dose-dependente na inducdo de fitoalexinas
deoxiantocianidinas de sorgo.

O acumulo de fitoalexinas, assim como a ativagdo de outras rotas metabolicas envolvidas
na inducdo de defesa vegetal, ocorre em resposta através do reconhecimento de moléculas
eliciadoras (Hahn, 1996; Smith, 1996). Segundo Smith (1996), moléculas eliciadoras que sdo
capazes de estimular sinais de resposta de defesa vegetal, podem ser constituidas por uma ampla
variedade de natureza quimica, incluindo proteinas, carboidratos, glicoproteinas, cidos graxos,
sendo possivel afirmar que ndo existe uma Unica estrutura quimica envolvida na indugdo da
atividade eliciadora. De acordo com Hahn (1996) essas moléculas funcionam como receptores
fisiolégicos envolvendo cascata de transducéo de sinais especificos. Tal fato, pode haver mais
de uma molécula eliciadora associada, atuando juntas no mecanismo de resisténcia (DIXON;
LAMB, 1990)

A sintese de fitoalexina envolve a rapida expressdo de genes que codificam uma série de
enzimas chaves (inducdo de uma série de rotas). Entre elas, a fenilalanina amonia-liase (FAL)
catalisa o primeiro passo na via biossintética dos fenilpropandides que conduz a producéo de
compostos fenolicos, para desencadear a ativagao de vias metabolicas, incluindo fitoalexinas
(HAMMERSCHMIDT, 1999).

A répida e bem sucedida resposta de defesa vegetal esta relacionada na ativagdo de uma

série de genes que atuam na sintese e producdo de compostos antimicrobianos e toxinas
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(Fitoalexinas), espécies reativas de oxigénio, reacdo de hipersensibilidade, lignificacdo da
parede celular e enzimas que impedem a entrada do patégeno (VAN LOON; REP; PIETERSE,
2006).

Ao longo da evolucdo, as plantas desenvolveram um complexo sistema de mecanismos
de defesa que se inicia pelo reconhecimento do agente indutor ou da presenca de um patdgeno.
Esse reconhecimento consiste na defesa basal contra os patdgenos e utiliza proteinas receptoras
localizadas na membrana das células vegetais, mediado pelos receptores de reconhecimento de
padrdoes moleculares (PRRs - Pattern Recognition Receptors), que reconhecem estruturas
microbianas conservadas, denominadas Padrdes Moleculares Associados a Patdgenos (PAMPs
- Pathogen Associated Molecular Patterns) ou a Microbios (MAMPs - Microbial Associated
Molecular Patterns) (COLL; EPPLE;DANGL, 2011; DA SILVA, 2014).

Na literatura ha poucos relatos de trabalhos visando a obtencdo de fracGes
biologicamente ativa a partir do género Trichoderma. No entanto, 0 método de purificacdo para
obtenc&o de eliciadores tem sido utilizado e relatado em poucos trabalhos com Trichoderma e
outros diferentes agentes.

Purificando e identificando compostos antifangicos de uma estirpe T-33 de Trichoderma,
Li et al. (2015) através de tecnologia de separacdo combinada, incluindo extracdo com solvente
organico, cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e cromatografia em camada delgada
(TLC), resultaram no composto ativo 2,5-ciclohexadieno-1,4-diona-2,6-bis (1,1-dimetiletilo),
demostrando efeito inibitorio sobre a espécie Cytospora chrysosperma, fungos patogénico em
alamo branco chinés (Populus tomentosa Carr.).

Stoppacher et al. (2010), purificando compostos organicos volateis de culturas do fungo
de biocontrole Trichoderma atroviride pelo método baseado na headspace e microextracdo em
fase solida (HS-SPME) acoplado a cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS) e
em comparacao de banco de dados. No total, foram identificados 25 diferentes compostos que
foram atribuidos as classes de compostos de alcoois, cetonas, alcanos, furanos, pironas, mono
e sesquiterpenos e um dos metabolitos mais abundantes identificados neste estudo foi o bioativo
6 pentil-a-pirona, uma lactona insaturada com uma massa molecular de 166 kDa, sendo que,
13 compostos dos quais nunca foram relatados por ser produzidos pelo fungo Trichoderma spp.
antes.

Em trabalho realizado por Parker et al. (1991), na purificacdo e caracterizacdo de
polipeptidios biologicamente ativos em plantas de salsa. Um eliciador proteico obtido de parede

de hifas de Phytophthora sojae, foi purificado a partir do filtrado da cultura de crescimento,
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sendo verificado efeito indutor para sintese de fitoalexinas nas plantas. A atividade da molécula
eliciadora esta envolvida na porcéo polipeptidica de uma glicoproteina de tamanho 42 kDa.

Ao contrario dos resultados observados no presente trabalho, as frac6es purificadas pela
CFG que apresentaram efeito indutor de fitoalexinas faseolina, demostraram massa molecular
de diversos tamanhos. As fracbes de menor tamanho, como é o caso da F17, F25, F29, F31 e
F38, apresentaram massas moleculares de 33,16 kDa, 45,09 kDa, 1,89 kDa, 0,20 kDa e natureza
glicidica, respectivamente, por outro lado, as fraces de maior tamanho foram a F23, F27 e F46,
com massas moleculares de 3.281,26 kDa, 1.875,76 kDa e 3,491,60 kDa, respectivamente.

Fiori-Tutida (2003) em estudo para purificacdo de eliciadores com capacidade de
inducdo de fitoalexinas em sorgo e soja tratados por fragOes parcialmente purificadas por
cromatografia de troca i6nica e cromatografia de filtracdo em gel a partir do extrato bruto de
cogumelos shiitake (Lentinula edodes) e Cogumelo do sol (Agaricus blazei), verificaram
fragdes com atividade de fitoalexinas de sorgo para a maior das 23 fragGes obtidas do isolado
LE 97/17 (shiitake), pelas quais, apresentam massas moleculares de 25 kDa, 1,3 kDa, 26 kDa
e 75 kDa. Por outro lado, as mesmas fracfes ndo foram capazes de induzir atividade de
fitoalexinas em cotilédones de soja.

Vinale et al. (2008), purificando metabdlitos secundarios produzidos por cepas de T.
harzianum e T. atroviride para promocao de crescimento vegetal, obtiveram compostos como
T22azaphilone, T39butenolide, harzianopyridone, harzianolide, 1-hidroxi-3-metil-
antraquinona, 1,8-di-hidroxi-3-metil-antraquinona e 6 pentil-a-pirona produzidos pelas cepas.
A separacdo por cromatografia de camada delgada (TLC) a partir das cepas de T. harzianum
produziu 11 fragdes. A fracdo Il, obteve 12 mg de as antraquinonas conhecidos e a fracgdo 1V
foi ainda mais fracionada utilizando cromatografia flash em gel de silica, dando 15 mg de
harzianolide, para a cepa T. atroviride a fracdo Il apresentou 72 mg do composto conhecido 6
pentil-a-pirona.

Os autores testaram esses compostos, quanto a capacidade destas moléculas em induzir
respostas de defesa em plantas de tomateiro (Lycopersicum esculentum), inoculados com uma
suspensdo de esporos de Botrytis cinerea. Nas plantas tratadas particularmente com 6 pentil-a-
pirona, além de reduzir os sintomas da doencga, 0s autores observaram uma expressdo de
proteinas relacionadas com a patogenicidade (Proteinas-PR), indicando claramente que o0s
metabolitos secundarios de Trichoderma spp. podem ter um papel tanto na regulacdo do
crescimento das plantas como na ativacdo das respostas da defesa das plantas.

Considerando que os peptaibols sdo definidos como peptideos derivados do metabolismo

secundario de fungos e podem variar aproximadamente 4 a 21 aminoacidos (STOPPACHER et
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al., 2013), possivelmente as fragdes F14, F22, F29, F30, F34 e F35 que apresentam baixa massa
molecular, confirmando a presenca de peptideos com menor quantidade de aminoécidos. Em
especial para as fracGes F29 e F31 que induziram a faseolina no feijoeiro, podem apresentar
acao indutora de peptaibols em sua composicao presente no metabolito secundario produzido
pelo Trichoderma (LI et al., 2014).

Li et al. (2014), descreveram o efeito de peptaibols presente no metabdlito secundario
produzido por Trichoderma. No estudo, avaliou-se o efeito de Trichokonins, que € um
peptaibols de controle antimicrobianos produzido pelo Trichoderma pseudokoningii, sobre a
doenca de podriddo mole de couve chinesa causada por Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum. O tratamento de Trichokonins de 0,3 mg L™ demonstrou inducgdo de resisténcia
da couve chinesa, indicando que Trichokonins induzir resisténcia em couve chinesa contra a
infeccdo de podriddo mole, atraves da ativacdo da via de sinalizacdo do acido salicilico,
demonstra o potencial de Trichoderma e peptaibols no controle de doencas de plantas.

Como objetivo de tragar um perfil de producdo e identificar peptaibols secretados por
uma linhagem de Trichoderma asperellum, Brito (2014) purificaram filtrado do antagonista em
método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e posterior analise pela técnica de
espectrometria de massas por ionizacao e dessor¢éo a laser assistida por matriz (MALDI-TOF).
A linhagem de T. asperellum pesquisada obteve producdo de duas classes de peptaibols, com
estruturas primarias de duas Asperelinas e de cinco Trichotoxinas.

Segundo o autor, a maior parte destes peptaibols ja havia sido descrito anteriormente em
linhagens de T. viride e T. asperellum, porém, este foi o primeiro relato de alguns destes
compostos produzidos por uma linhagem de T. asperellum proveniente do solo, sendo
necessario futuras analises para a elucidar suas estruturas tridimensionais e atividade destes
compostos contra fitopatdgenos.

Frente ao exposto, as fraces purificadas no presente estudo e testadas posteriormente
em bioensaio de indugéo de fitoalexinas faseolina, demostraram potencial indutor das mesmas
em hipocétilos de feijoeiro. As fracBes reunidas no estudo apresentaram natureza proteica e
glicidica, sendo que a maioria delas, foram de natureza glicoproteica. A informacao corrobora
com o descrito por Gongalves-Trevisoli et al. (2016), em que a maioria das fragOes eliciadoras
purificadas apresentaram natureza glicoproteica, ou seja, presenca de proteinas e carboidratos
nas fragdes. Do mesmo modo, Braga (2008), em que a maioria das fracdes foram de natureza
glicoproteicas, constituidas da presenca de carboidratos das fracfes purificadas, juntamente

com compostos proteicos, sendo assim, formando moléculas eliciadoras glicoproteicas.
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Quando uma fragédo eliciadora purificada tem capacidade de induzir mecanismos de
resisténcia vegetal e sdo reconhecidos pelos receptores celulares, varios sdo os sinais enviados
e, entdo, convertidos em respostas celulares. Varios sédo os genes ativados, que desencadeiam
rota que pode ser, separadamente ativado por eliciadores especificos, sendo que cada uma induz a
expressdo de um conjunto especifico de genes, consequentemente a sintese de varias enzimas e,
entre elas, estdo envolvidas a producdo e acumulo de fitoalexinas (TEMPORAL, 2014,
GONGALVES-TREVISOLI et al. (2016).
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4.3 INDUCAO DE RESISTENCIA DE FEIJOEIRO TRATADO COM FRACOES DE
FILTRADO DE CULTURA E EXTRATO DE MICELIO DE Trichoderma longibrachiatum
CONTRA ANTRACNOSE

4.3.1 Enzimas Relacionadas a Defesa de Plantas
4.3.1.1 Atividade de peroxidase

A atividade de POX apresentou resultado significativo para a 22 coleta (72 horas apés a
aplicacdo das fracGes) e 3? coleta (72 horas apds a inoculagdo do patdgeno), como mostra a
Tabela 6. Houve aumento da expressdo enzimatica nas plantas pela forma de aplicacdo folha
tratada (FT) em relacdo a folha ndo tratada (FNT). Na 3? coleta, pode-se observar expressdo
significativa entre os tratamentos na FNT e FT. Do mesmo modo para FT, verifica-se uma alta
expressao da atividade de POX entre os tratamentos testados em relagdo a forma de aplicagéo
FNT.

Tabela 6 - Atividade de peroxidase em plantas de feijoeiro tratadas pela aplicacdo de
fracOes purificadas de Trichoderma longibrachiatum (folha néo tratada (FNT); folha
tratada (FT)).

Atividade de peroxidase (U.E. mint mg proteina?)

Tratamento 12 Coleta’ 22 Coleta? 32 Coleta®
(Fracdes) FNT FT FNT FT FNT FT
F17 4222Aa 4222 Aa 5694Ba  39.057Aa  43.283Aa  77.249 Aa
F 23 3.910 Aa 3.910 Aa 14.022 Ba 67.159 Aa 11.406 Ab 21.242 Ab
F 25 5.745 Aa 5.745 Aa 14.240 Ba 81.188 Aa 22.224 Bb 99.193 Aa
F27 6.455Aa  6.455 Aa 6.264Aa  23.095Aa  8.206Ab 15627 Ab
F 29 6.777Aa  6.777 Aa 5519Aa  32902Aa 16606 Ab 25470 Ab
F31 7130Aa  7.30Aa  11507Ba  60.157 Aa  49.140Aa  69.408 Aa
F38 3320Aa  3.320 Aa 3233Ba  50.044Aa  22402Ab  52.070 Aa
F 46 4118Aa  4.118Aa  12235Ba  88.684Aa  17.246Bb 62585 Aa
ASM/TAP*  3.098Aa  3.098 Aa 5.045Ba  8L125Aa  48.766Aa  50.040 Aa
TAP® 2.398 Aa 2.398 Aa 12.176 Aa 56.297 Aa 41.842 Aa 14.521 Ab
CV (%) 59,70

112 coleta, sem aplicagdo dos tratamentos; 222 coleta, 72 horas ap6s a aplicacdo dos tratamentos; 3% coleta,
72 horas ap6s a inoculagéo do patégeno; “ASM/TAP: Acibenzolar-S-Metil (50 mg i,a, L) diluido em tampao
fosfato de sodio 0.05 M, (pH7,0), utilizado como indutor de resisténcia padréo; STAP: Solucéo tampéo fosfato
de s6dio 0.05 M (pH7,0). *Médias seguidas pelas mesmas letras, maitscula na linha e minuscula na coluna,
ndo diferem entre si pelos testes de Tukey e Scott-Knott, respectivamente, a 5% de probabilidade. Dados
transformados por Vx+1.
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Para a forma de aplicacdo FT da 22 coleta, as fragbes F17, F23, F25, F31, F38, F46 e
ASM/TAP apresentaram uma expressao da atividade de POX superior em relacdo a forma de
aplicacdo FNT. As fracfes F25 e F46 demostraram expressao superior ao do ASM/TAP, o qual,
foi utilizado como indutor de resisténcia padrdo nas plantas de feijoeiro, sendo esta expressdo
de 81.188 U.E. mint mg proteina™* e 88.684 U.E. min"t mg proteina™ em relagdo a expresséo
de ASM/TAP, que foi de 81.125 U.E. min't mg proteina™, este aumento foi em torno de 0,07%
e 9,31% respectivamente.

Para a FNT da 3% coleta, verifica-se um aumento da atividade de POX entre os
tratamentos, destacando-se as fragcbes F17 e F31, que apresentaram valores semelhantes ao
tratamento ASM/TAP, porém, o tratamento controle também proporcionou a expressdo de POX
nas plantas. Em relacdo a FT, as fracGes F17, F25, F31, F38, F46 e ASM/TAP, proporcionaram
alta expressao enzimatica em 431%, 583%, 377%, 258%, 330% e 244%, para 0S respectivos
tratamentos em comparagéo ao controle (TAP). Sendo assim, paraa FNT, a atividade da enzima
aumentou em funcdo da inoculacdo do patdgeno, porém, ndo aumentou pelo efeito sistémico
da aplicacdo das fracdes na FT. J& para a FT, as fracdes aplicadas proporcionaram maior
atividade de POX na folha do feijoeiro, 72 horas ap6s a inoculacdo do patdgeno, demostrando

efeito de inducdo semelhante ao tratamento ASM/TAP.

4.3.1.2 Atividade de polifenoloxidase

Para a atividade de PFO em plantas de feijoeiro, houve aumento significativo para a 32
coleta (72 horas ap06s a inoculacdo do patégeno), na forma de aplicacdo FT, como demonstrado

na Tabela 7.
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Tabela 7 - Atividade de polifenoloxidase em plantas de feijoeiro tratadas pela aplicacao de
fragdes purificadas de Trichoderma longibrachiatum (folha ndo tratada (FNT); folha
tratada (FT)).

Atividade de polifenoloxidase (U.E. min*t mg proteina™)

Tratamento 12 Coleta’ 22 Coleta® 32 Coleta®
(Fragdes) FNT FT FNT FT FNT FT
F 17 63 Aa 63 Aa 470 Aa 318Aa  1415Aa  3.350Aa
F 23 57 Aa 57 Aa 798 Aa 764 Aa 992 Aa 910 Ab
F 25 95 Aa 95 Aa 513 Aa 942 Aa 894Ba  4.041Aa
F 27 68 Aa 68 Aa 635 Aa 369 Aa 441 Aa 686 Ab
F 29 158 Aa 158 Aa 373 Aa 525 Aa 786 Aa  1.307 Ab
F31 97 Aa 97 Aa 420 Aa 894Aa  1513Aa 2170 Aa
F 38 67 Aa 67 Aa 281 Aa 339 Aa 905 Aa  1.462 Ab
F 46 70 Aa 70 Aa 557 Aa 633Aa  1.045Aa 1970 Aa
ASM/TAP* 159 Aa 159 Aa 845 Aa 422 Aa 1482Aa 2302 Aa
TAPS 59 Aa 59 Aa 735 Aa 416 Aa 901 Aa 755 Ab
CV (%) 69,93

112 coleta, sem aplicagdo dos tratamentos; 222 coleta, 72 horas apds a aplicagdo dos tratamentos; 32 coleta, 72
horas ap6s a inoculacdo do patdégeno; “ASM/TAP: Acibenzolar-S-Metil (50 mg i,a, L) diluido em tampao
fosfato de sodio 0.05 M, (pH7,0), utilizado como indutor de resisténcia padrao; STAP: Solucéo tampdo fosfato
de sodio 0.05 M (pH7,0). *Médias seguidas pelas mesmas letras, maiuscula na linha e mindscula na coluna,
ndo diferem entre si pelos testes de Tukey e Scott-Knott, respectivamente, a 5% de probabilidade. Dados
transformados por Vx+1.

Na forma de aplicagéo FT da 32 coleta, os tratamentos F17, F25, F31, F46 e ASM/TAP
proporcionaram aumento significativo da atividade da enzima PFO entre os demais
tratamentos, a qual, pode-se observar para as fracbes F17 e F25, uma alta expressao da atividade
enzimatica comparado com os demais, sendo que, em relacdo ao ASM/TAP, essa atividade
aumentou em 45% e 75%. Ja em relagdo ao controle (TAP), as fracbes F17 e F25
proporcionaram maior aumento de 343% e 435% da atividade de PFO na planta de feijdo na 32
coleta (72 horas a ap6s a inoculacdo do patdgeno), promovendo uma inducdo silenciosa

(priming), que somente manifestada na presenca do patogeno.
4.3.1.3 Atividade de catalase
Para atividade da enzima CAT (Tabela 8), ndo foi possivel observar resultados

significativos nas expressdes enzimaticas entre os tratamentos, como também entre a forma de

aplicacdo FNT e FT. Porém, pode-se verificar um aumento da expressao de CAT na forma de
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aplicacdo FT da 22 coleta e na 32 coleta, no entanto, em relagdo a FNT, pode-se observar menor

expressao enzimatica.

Tabela 8 - Atividade de catalase em plantas de feijoeiro tratadas pela aplicacdo de fragoes
purificadas de Trichoderma longibrachiatum (folha ndo tratada (FNT); folha tratada (FT)).

Atividade de Catalase (U.E. min™ mg proteina™)

Tratamento 12 Coleta’ 22 Coleta® 32 Coleta®
(Fragdes) FNT FT FNT FT FNT FT
F17 105 105 2.110 243 661 1.638
F 23 209 209 1.636 3.232 1.254 645
F 25 346 346 2.356 3.476 1.166 891
F27 412 412 1.781 3.094 236 717
F 29 892 892 197 2.514 149 444
F31 281 281 250 3.303 893 1.875
F 38 95 95 1.404 1.851 549 2.488
F 46 143 143 3.108 2.197 837 2.324
ASM/TAP* 942 942 1.160 2.315 558 578
TAPS 305 305 4510 394 1.266 429
CV (%) 151, 76

112 coleta, sem aplicagdo dos tratamentos; 222 coleta, 72 horas apds a aplicagdo dos tratamentos; 32 coleta, 72
horas ap6s a inoculacdo do patdgeno; “ASM/TAP: Acibenzolar-S-Metil (50 mg i,a, L) diluido em tampao
fosfato de sodio 0.05 M, (pH7,0), utilizado como indutor de resisténcia padrdo; STAP: Solucédo tampdo fosfato
de sddio 0.05 M (pH7,0). *Médias seguidas pelas mesmas letras, mailscula na linha e mindscula na coluna,
ndo diferem entre si pelos testes de Tukey e Scott-Knott, respectivamente, a 5% de probabilidade. Dados
transformados por Vx+1.

Para a 22 coleta na FT, pode-se observar para os tratamentos F23, F25, F27, F29, F31,
F38, F46 e ASM/TAP, aumento da atividade de CAT em até 782% superior ao controle, como
é 0 caso da fragdo F25 representado por 3.476 U.E. mint mg proteina™. Porém, para a FNT, o
controle apresentou 4.510 U.E. min* mg proteina?, sendo assim 288% superior ao tratamento
indutor de resisténcia padrdo ASM/TAP. Esse aumento pode ter ocorrido por algum fator do
ambiente, como estresse hidrico ou injuria causada por um inseto, alterando assim, o
metabolismo da planta e consequentemente, elevou o0 aumento da atividade de CAT no controle.

Na 32 coleta, podemos observar um aumento de CAT para os tratamentos F17, F31, F38
e F46 na forma de aplicacdo FT. Para a fracdo F38, observa-se uma expressao da atividade de
CAT em torno de 330% e 345% superior em relacdo ao ASM/TAP e controle (TAP),
respectivamente. Porém, mesmo ndo demostrando resultados significativos pelo teste, esse

aumento da atividade enzimatica pode estar relacionado na ativacdo da inducéo de resisténcia
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da planta, a partir das fracOes tratadas que observa-se expresséo, pois a 32 coleta foi realizada
72 horas ap06s a inoculagdo do patdgeno, neste momento a planta reagiu em sua defesa ao ataque
do patdgeno, porém, esse aumento nao foi suficiente na planta, ao modo que, essa enzima é
ativada por diferentes agentes de estresses ambientais que podem ter mascarado a expressao

dos resultados estatisticamente para a atividade de CAT.

4.3.1.4 Atividade de fenilalanina amonia-liase

Para atividade de FAL as expressfes enzimaticas ndo demostraram resultado
significativo entre os tratamentos, como também, em relacéo a forma de aplicacdo FNT e FT.
Porém, observando os dados enzimaticos da Tabela 9, pode-se verificar um aumento da
expressao de FAL na 22 coleta e 3?2 coleta em relacdo aos valores da 12 coleta.

Tabela 9 - Atividade de fenilalanina amonia-liase em plantas de feijoeiro tratadas pela
aplicacdo de fracdes purificadas de Trichoderma longibrachiatum (folha nédo tratada
(FNT); folha tratada (FT)).

Atividade de fenilalanina amdnia-liase
(mg écido trans-cindmico h* mg proteina®)

Tratamento 12 Coleta® 2% Coleta? 32 Coleta’
(Fracdes) FNT FT FNT FT FNT FT
F17 0,066 0,066 0,187 0,060 0,120 0,261
F23 0,071 0,071 0,211 0,482 0,226 0,071
F 25 0,021 0,021 0,237 0,343 0,131 0,087
F27 0,009 0,009 0,307 0,286 0,041 0,094
F 29 0,035 0,035 0,353 0,168 0,072 0,050
F31 0,029 0,029 0,220 0,311 0,132 0,262
F 38 0,024 0,024 0,194 0,298 0,123 0,011
F 46 0,008 0,008 0,297 0,108 0,082 0,227
ASM/TAP* 0,044 0,044 0,088 0,273 0,087 0,043
TAPS 0,000 0,000 0,179 0,137 0,057 0,052
CV (%) 75,58

112 coleta, sem aplicacdo dos tratamentos; 22% coleta, 72 horas apés a aplicagdo dos tratamentos; 332
coleta, 72 horas apés a inoculagdo do patégeno; “ASM/TAP: Acibenzolar-S-Metil (50 mg i,a, L?)
diluido em tampao fosfato de sodio 0.05 M, (pH7,0), utilizado como indutor de resisténcia padréo;
STAP: Solucédo tampdo fosfato de sédio 0.05 M (pH7,0). *Médias seguidas pelas mesmas letras,
maiuscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelos testes de Tukey e Scott-Knott,
respectivamente, a 5% de probabilidade. Dados transformados por Vx.
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Ao analisar a FNT da 22 coleta, a fracdo F17, F27, F29 e F46, apresentaram valores de
0,187, 0,307, 0,353 e 0,297 mg &cido trans-cindmico h™* mg proteina™ que foram superiores ao
do ASM/TAP e controle (TAP) (0,088 e 0,179 mg 4cido trans-cindmico h™ mg proteina™®),
demostrando caracteristicas eliciadoras sistémicas. Do mesmo modo, para FT, os tratamentos
F23, F25, F31, F38 e ASM/TAP, demostraram um aumento de FAL em relagdo a FNT, com
valor de 0,482, 0,343, 0,311, 0,298 e 0,273 mg acido trans-cinAmico h* mg proteina?, que
foram superiores ao controle (0,137 mg acido trans-cindmico h'* mg proteina™).

Para a FNT da 32 coleta, os tratamentos F23, F25 e F38, com valores de 0,226, 0,131 e
0,123 mg é&cido trans-cindmico h® mg proteina®, que foram superiores em relagdo ao
ASM/TAP e controle (TAP), com valor de 0,087 e 0,057 mg &cido trans-cindmico h* mg
proteina®. Porém, para a FT, os tratamentos F17, F31 e F46 com 0,261, 0,262 e 0,227 mg &cido
trans-cinamico h™* mg proteina™, respectivamente, apresentaram valores maiores em relagdo ao
ASM/TAP e controle (TAP), com valores de 0,043 e 0,052 mg &cido trans-cindmico h™* mg
proteina!, em comparagéo na folha que ndo recebeu os tratamentos (FNT).

4.3.1.5 Atividade de B-1,3 glucanase

Para atividade de B-GASE (Tabela 10) observa-se resultado significativo na FT na 22
coleta e 32 coleta em relacdo a FNT, como também, entre os tratamentos testados. Na FT da 22
coleta, a fracio F38 (0,915 mg glicose mL™ h™* mg proteinal), apresentou valor semelhante ao
ASM/TAP (0,947 mg glicose mL™* h't mg proteina®), e superior 8 FNT. Do mesmo modo, na
FT, os tratamentos F38 e F46 demostraram aumento da atividade, com valores semelhante de
0,915 e 0,715 mg glicose mL* h't mg proteina™, ao valor do ASM/TAP de 0,947 mg glicose

mL* h"t mg proteina™.
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Tabela 10 - Atividade de B-1,3 glucanase em plantas de feijoeiro tratadas pela aplicacdo
de fracOes purificadas de Trichoderma longibrachiatum (folha ndo tratada (FNT); folha
tratada (FT)).

Atividade de B-1,3 glucanase (mg glicose mL* h* mg proteina-!)

Tratamento 12 Coleta! 22 Coleta? 32 Coleta®
(Fragdes) FNT FT FNT FT FNT FT
F17 0,024 Aa 0024Aa  0073Aa 0056Ab  0,315Ba 0,950 Aa
F 23 0,040 Aa 0040Aa  0400Aa 02368Ab 0564 Aa 0,185 Ab
F 25 0,099 Aa 0099Aa  0,309Aa 0276Ab  0267Aa 0,765 Aa
F27 0,083Aa 0083Aa  0240Aa 0054Ab  0,142Aa 0,252 Ab
F 29 0,188 Aa 0,188Aa  0,096Aa 0300Ab 0466 Aa 0,297 Ab
F31 0,090 Aa 0090Aa  0035Aa 0339Ab  0661Aa 0,768 Aa
F 38 0,035Aa 0035Aa  0122Ba 0915Aa  0,261Aa 0,212 Ab
F 46 0,010 Aa 0010Aa  0,186Aa 0715Aa  0,322Aa 0,660 Ab
ASM/TAP*  0045Aa 0045Aa  0,636Aa 0947Aa  0,299Aa 0,750 Aa
TAPS 0,023Aa 0023Aa  0061Aa 0087Ab  0281Aa 0,521 Ab
CV (%) 88,54

12 coleta, sem aplicagéo dos tratamentos; 22 coleta, 72 horas ap6s a aplicacédo dos tratamentos; ®32 coleta,
72 horas apds a inoculagdo do patdgeno; “ASM/TAP: Acibenzolar-S-Metil (50 mg i,a, L) diluido em
tampéo fosfato de sddio 0.05 M, (pH7,0), utilizado como indutor de resisténcia padrdo; STAP: Solugdo
tampéo fosfato de sédio 0.05 M (pH7,0). *Medias seguidas pelas mesmas letras, maitscula na linha e
minuscula na coluna, ndo diferem entre si pelos testes de Tukey e Scott-Knott, respectivamente, a 5% de
probabilidade. Dados transformados por Vx.

Para a fracdo F17, na forma de aplicacdo FT, observa-se uma expressédo significativa da
atividade de B-GASE na 32 coleta, com valor de 0,950 mg glicose mL™* h"t mg proteina™ contra
a expresséo de 0,315 mg glicose mL™* h'* mg proteina™* da forma de aplicagdo FNT, sendo esse
aumento relacionado ap6s a inoculacdo do patégeno. Portanto, sugere-se que o referido
tratamento seja capaz de ativar os mecanismos de resisténcia da planta, levando o aumento da
B-GASE. O mesmo pode ser atribuido para FT, a enzima teve um aumento expressivo da
enzima pelas fracbes F17, F25, F31 e ASM/TAP, com 0,950, 0,765, 0,768 e 0,750 mg glicose
mL™ h't mg proteina, respectivamente.

De modo geral, as fragbes F17, F25, F31, F38 e F46 apresentaram efetividade para o
aumento da atividade de B-GASE, na planta, sendo suas meédias superiores das outras fracdes
testadas em relacdo ao ASM/TAP (utilizado como tratamento indutor de resisténcia padréo).
Neste sentido, pode-se dizer que as fracOes obtidas possuem acdo eliciadora na planta e
possuem caracteristica promissora para ativacdo dos mecanismos de resisténcia no feijoeiro

contra o C. lindemuthianum.
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4.4 SEVERIDADE DA DOENCA

As avaliacOes da severidade foram realizadas nos tratamentos testados (fracfes), aos 5
dias ap6s a inoculacdo do patégeno (C. lindemuthianum), no par de folhas primérias,
considerando a forma do tratamento foliar (FNT e FT), item 3.9.1, utilizando a escala
diagramatica para antracnose do feijoeiro.

A severidade de antracnose em plantas de feijoeiro através do tratamento das fracdes de
FTC e EXM purificadas (F17, F23, F25, F27, F29, F31, F38 e F46), obtidas da CFG que
induziram a atividade de faseolina e selecionadas a partir do bioensaios de fitoalexinas (item
4.2), apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos testados e interacdo para FNT e

FT, como apresentado na Tabela 11.

Tabela 11 - Severidade em plantas de feijoeiro tratadas pela aplicacdo em folha nao tratada
(FNT) e folha tratada (FT) de fragOes purificadas a partir de filtrado de cultura e extrato de
micélio de Trichoderma longibrachiatum.

Tratamento Severidade (%)
(Fragdes) FNT FT

F17 12,00 Aa 7,75 Aa
F 23 16,87 Ba 6,50 Aa
F 25 19,00 Bb 11,00 Ab
F 27 14,00 Ba 7,00 Aa
F 29 12,50 Aa 11,00 Ab
F31 18,62 Ab 15,12 Ab
F 38 14,37 Aa 12,62 Ab
F 46 20,67 Ab 13,75 Ab

ASM/TAP* 14,50 Ba 7,00 Aa
TAP® 21,50 Ab 18,75 Ab

CV (%) 15,91

IASM/TAP: Acibenzolar-S-Metil (50 mg i,a, L) diluido em tampéo fosfato de sédio 0.05 M (pH7,0),
utilizado como indutor de resisténcia padrdo; >TAP: Solugdo tampéo fosfato de sddio 0.05 M (pH7,0).
*Meédias seguidas pelas mesmas letras, maitscula na linha e minascula na coluna, ndo diferem entre si pelos
testes de Tukey e Scott-Knott, respectivamente, a 5% de probabilidade. Dados transformados por Vx+1.

Para o fator FNT, os tratamentos F17, F23, F27, F29, F38 e ASM/TAP, foram
considerados no grupo | pelo teste de médias, apresentando baixa intensidade da doenga, sendo
capazes de reduzir a severidade em até 44,18%, 21,53%, 34,88%, 41,86%, 33,16% para as
respectivas fragdes e reducdo de 23,55% para ASM/TAP em relacdo ao controle (TAP). O
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tratamento F17 se comportou como eficiente na reducdo da severidade da antracnose. Ja para
os tratamentos F25, F31, F46 e controle, ndo apresentaram diferenca significativa sendo
considerados no grupo Il, de modo que seus valores foram proximos ao do controle.

Para as folhas tratadas (FT), os tratamentos F17, F23, F27 e ASM/TAP foram dispostos
no grupo |, podendo ser considerados promissores reduzindo a severidade da doenga em
58,66%, 65,33% e 62,66% para as respectivas fracoes e 62,66% para tratamento indutor de
resisténcia padrdo (ASM/TAP), quando comparado esses valores ao controle. Como pode ser
visualizado na F23, a média de severidade ficou em torno de 65,33%, sendo assim, o tratamento
que mais reduziu a ocorréncia da doenca. Para as fragdes F25, F29, F31, F38, F46 e o tratamento
controle ndo foram considerados significativos pelo teste de média, estando presentes no grupo
.

Os resultados deste estudo ndo demostraram expressdao das atividades enzimaticas de
CAT e FAL para os tratamentos testados. Porém, POX, PFO e B-GNASE apresentaram
diferenga estatistica, demostrando efeito das moléculas eliciadoras presentes nas fracGes
testadas e consequentemente, aumento da expressdo da atividade enzimatica em relacdo da 22
coleta (72 horas ap6s a aplicacdo das fracdes) e 32 coleta (72 horas ap0s a inoculacdo do
patdgeno) pela aplicacdo dos tratamentos, a partir das fracdes purificadas de T. longibrachiatum
através da forma de aplicacdo na folha ndo tratada (FNT) e folha tratada (FT) em plantas de
feijoeiro. Tais valores das atividades enzimaticas apresentaram maiores expressoes para a FT,
onde ocorreu a aplicacdo da fracdo sobre a folha priméria do feijoeiro.

Para a atividade de POX, observou-se expressao enzimatica superior para os tratamentos
aplicados na forma FT (local), tanto para a 22 coleta, 72 horas ap6s a aplicacdo das fracdes
quando para 3* coleta, 72 horas apds a inoculacdo do patégeno. As fracGes F25 e F46
demostraram expressdo superior de 0,07% e 9,31%, em relacdo ao tratamento indutor padrédo
ASM/TAP na 22 coleta, e as fracbes F25 e F46 apresentaram atividade de 583% e 330% superior
comparado ao controle, ambos na FT.

A atividade da enzima aumentou em func¢do da inoculacdo do patégeno, na aplicacdo
local (FT), proporcionando maior atividade de POX, porém ndo aumentou pelo efeito sistémico
na planta, pois as fragdes aplicadas ndo proporcionaram expressdo significativas na FNT, mas
foram expressivas na aplicagdo FT (local), 72 horas apos a inoculacdo do patogeno,
demostrando efeito de inducdo semelhante ao tratamento ASM/TAP. Da mesma forma, Di
Piero (2003) relatou que o aumento da atividade local (folha tratada) de POX em pepino
induzido por fracGes de extrato de shiitake (Lentinula edodes), foi observado no terceiro e sexto

dia apos o tratamento com o eliciador.
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O periodo de tempo é necessario para o redirecionamento de metabolitos na célula, com
predominio de processos anabolicos e formagao de isoformas mais ativas das enzimas formadas
naquela determinada condi¢cdo (LARCHER, 2004).

Dildey (2014), aplicando metabolitos secundarios de diferentes isolados de
Trichoderma spp., via folha em plantas de feijoeiro na protecdo do patégeno C.
lindemuthianum, constatou reducdo da atividade de POX na 12 coleta (sem aplicacdo dos
metabolitos), em relacdo a 2% avaliacdo (terceiro dia ap0Os aplicacdo dos metabolitos) e 32
avaliacdo (terceiro dia apds inoculacdo do patdgeno), apos a inoculacdo do patdgeno, nao
apresentando evidéncias significativa de ativagdo da enzima.

A enzima peroxidase estd envolvida nos processos de suberificacdo, lignificacéo,
catabolismo da auxina (HIRAGA et al., 2001), producdo de fitoalexinas e respostas de
hipersensibilidade, grande parte destes, envolvidos na defesa vegetal contra a infeccdo por
patégenos (NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992).

A atividade de POX ¢ frequentemente aumentada em resposta aos estresses na planta, ao
ataque de patdgenos e aos tratamentos com indutores, motivos pelos quais sdo frequentemente
utilizadas como marcadores enzimaticos para estudos de resisténcia induzida (COSTA et al.,
2010). A expressdo desta enzima, esta intimamente envolvida no processo de lignificacdo, e
este processo atua como uma barreira contra invasdes de patégenos, em resposta a inducéo dos
mecanismos de defesa de plantas a infecgédo, indicando papel definitivo na supressédo do
desenvolvimento da doenca nos tecidos da planta (EL-RAHMAN; MOHAMED, 2014).

Di Piero, Wulff e Pascholati (2006) testaram fracGes purificadas do fungo shiitake (L.
edodes) e avaliaram a atividade de POX no controle de Colletotrichum lagenarium em mudas
de pepino. Uma fracdo contendo 34% de composto proteico provocou o acimulo de peroxidases
nos cotilédones de pepino, bem como reduziu a severidade de antracnose.

Schaffrath, Scheinpflug e Reisener (1995), obtendo fracédo glicoproteinas e utilizacédo de
uma quitina purificadas, testando a capacidade de induzir resisténcia em plantas de arroz. E o
caso do eliciador de natureza glicoproteicas, purificada a partir de micélio de Pyricularia
oryzae, agente causal da brusone em arroz. O tratamento prévio das folhas de arroz com o
eliciador aumentou a atividades de POX, cinamil-alcool desidrogenase e lipoxigenases e
consequentemente, reduzindo os sintomas da doenga nas folhas tratadas.

Para a severidade, considerando-se que houve reducdo significativa da antracnose
quando aplicadas as fragdes F17, F23, F27 e ASM/TAP nas plantas de feijoeiro, pode-se dizer

que 0 aumento expressivo da atividade desta enzima esteja relacionado ao controle da doenga.
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O comportamento da atividade de PFO diferiu do comportamento apresentando pela
atividade de POX. Enquanto que a atividade de PFO foi maior para a FT somente na 32 coleta,
a atividade de POX para FT foi superior 72 horas ap0s a aplicacdo das fracdes (22 coleta) e 72
horas apds a inoculagéo do patdgeno (32 coleta). Pode se dizer que a atividade de POX aumentou
ao longo do tempo apds a aplicacdo das fracOes e a atividade de PFO teve a expressao
aumentada em resposta do mecanismo de “priming” ou em fungdo da chegada do patdgeno. As
respostas deste mecanismo incluem explosdo oxidativa, levando um rapido acumulo de
espécies ativas de oxigénio, a deposicao de compostos de reforco da parede celular e aumento
da transcri¢do de genes de defesa, como as proteinas-RPs (GOELLNER; CONRATH, 2008;
MACHINANDIARENA et al., 2012; MONTEIRO, 2014).

Resultado semelhante ocorreu com Pereira et al. (2008), trabalhando com quitosana
extraida de Trichoderma sp. e com filtrado de micélio de Rhizopus sp., que obtiveram efeito
protetor em plantas de cacaueiro, observando que a aplicacdo desses indutores bidticos é capaz
de promover o aumento da atividade enzimatica de PFO as 96 horas (quatro dias) ap0s a
pulverizacdo e para POX aos 192 horas (oito dias) ap6s a pulverizacao, reduzindo a murcha-de-
verticilio do cacaueiro.

Ao contrario de Dildey (2014), que aplicando metabolitos secundéarios de espécies de
Trichoderma em folha de feijoeiro contra antracnose, ndo constatou aumento da atividade de
PFO para a 1@ coleta (sem aplicacdo do metabolito) e 32 coleta (72 horas ap6s inoculagdo do
patdgeno). Porém constatou supressdo da atividade enzimatica para a 22 coleta (72 horas ap0s
aplicacdo dos exsudatos), em que um isolado (TI1- T. virens), apresentou a tendéncia de
supresséo, diferindo dos demais isolados de Trichoderma spp. avaliados.

Lietal. (2014), estudando o mecanismo envolvido do composto eliciador Trichokoninas,
uma espécie de Peptaibols secretadas por Trichoderma pseudokoningii, induziram resisténcia
de couve chinesa (Brassica rapa subsp. pekinensis) contra a infeccdo de Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum através da ativacao da via de sinalizacdo de &cido salicilico.
O tratamento com Tricokoninas causou um aumento rapido e significativo nas atividades de
CAT, POX e PFO nas folhas de plantas tratadas, niveis maximos ap0s o tratamento e depois
reduziu para os niveis semelhantes aos do controle, ap6s 2 dias do tratamento.

A atividade de PFO pode geralmente estar presente em concentracdes elevadas em
tecidos infectados, promovendo a degradacdo oxidativa de compostos fendlicos proximos ao
local da lesdo provocada pelo patdgeno, resultando no aparecimento de substancias escuras

provenientes da polimerizacdo oxidativa das quinonas (AGRIQOS, 2005).
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Para a atividade de CAT e FAL, mesmo ndo demostrando resultados significativos para
as enzimas, porém observa-se variagcao das mesmas.

Para CAT, verifica-se tendéncia de aumento na atividade quando aplicado diretamente
na folha (FT) na 22 coleta (72 horas ap0s a aplicacdo das fracdes) e 32 coleta (72 horas apos a
inoculagcdo do patdgeno), possivelmente, desencadeada pela explosdo oxidativa apds a
percepcdo, pela planta, dos sinais de viruléncia do patégeno (RESENDE et al., 2003). A
reducdo na atividade da CAT resulta no acimulo de perdxido de hidrogénio nas células, o que
pode provocar morte celular, caracterizada uma resposta de hipersensibilidade (SOARES;
MACHADO, 2007).

Para atividade de FAL, no geral, verifica-se tendéncia de aumento da expressédo
enzimatica na planta apds aplicacéo das fracdes na 22 coleta. Logo ap6s, houve uma diminuigédo
da atividade de FAL, 72 horas apés a inoculacdo do patdégeno da 32 coleta. Pode-se dizer que
as fracOes utilizadas no tratamento ndo demostraram grandes alteracOes da atividade
enzimatica, que pudesse confirmar a acdo eliciadora na planta pela anélise estatistica.

Pelos resultados apresentados neste trabalho, as atividades dessas enzimas talvez nédo
estejam necessariamente envolvidas no processo, mas outros mecanismos de defesa podem
estar atuando na indug&o de resisténcia das plantas de feijoeiro (DILDEY, 2014).

O mesmo pode ser observado por KUHN (2007) em feijoeiros tratados com B. cereus e
ASM. Segundo o autor, ndo houve alteracbes da atividade de FAL e PFO em funcéo dos
indutores na anélise quantitativa, o que poderia significar que toda a rota dos fenilpropandides
ndo sofreu alteracBes como, por exemplo, 0os mecanismos de sintese de lignina, quinonas e
compostos fendlicos, entre outros. A FAL, codificada pelo gene PAL, € uma enzima chave no
metabolismo dos fenilpropandides, que resultara em compostos como fitoalexinas, compostos
fenolicos e lignina, conferindo maior resisténcia a parede celular das plantas (RAES et al.,
2003).

Os fenilpropanoides séo encontrados naturalmente em todas as plantas, e possuem a
funcdo principal de protecdo contra ataque de microrganismos patogénicos. Na resposta a
tentativa do patdgeno em ingressar na planta, outros compostos fenélicos podem ser formados
(LO; NICHOLSON, 2008). Os compostos fenolicos sdo compostos por fendis simples,
glicosilados, acidos fenol-carboxilicos, derivados dos &cidos benzoéico e cindmico, ligninas,
flavonoides (flavonas, antocianinas e catequinas), a-pirones (coumarinas e isocoumarinas) e
quinonas (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008).

Para atividade de B-GASE, de modo geral, as fragdes F17, F25, F31, F38 e F46

apresentaram efetividade para o aumento da atividade de B-GASE, quando aplicados na FT,
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sendo suas médias superiores das outras fracdes testadas em relagdo ao ASM/TAP (utilizado
como tratamento indutor de resisténcia padréo). Neste sentido, pode-se dizer que as fragoes
possuem acédo eliciadora na planta e possuem caracteristica promissora para ativacdo dos
mecanismos de resisténcia no feijoeiro contra o C. lindemuthianum.

E possivel observar que as fragdes F17, F25 e F31 induziram aumento da atividade de B-
GASE. Comparando a 22 coleta (72 horas apds aplicagdo das fracdes) e 32 coleta (72 horas apos
a inoculacdo do patogeno) esta foi possivelmente ativada em resposta do mecanismo de
“priming” na planta. Porém, para F38 e F46 o efeito foi pela ativacao direta do mecanismo de
inducdo da atividade de B-GASE, semelhante a0 ASM/TAP, que € capaz de ativar diretamente
a planta, sem deixar em estado de “priming” (GOELLNER; CONRATH, 2008).

Em trabalho realizado por Di Piero e Garda (2008), utilizando quitosana no controle da
antracnose (C. lindemuthianum) em feijoeiro-comum, observou-se que a quitosana ativou a
defesa das plantas, aumentando a atividade da enzima B-GASE e reduzindo a severidade da
antracnose. Também foi observado que com a aplicagdo da quitosana em feijoeiro, 0
metabolismo relacionado a resisténcia das plantas foi alterado e provocou o aumento na
atividade de B GASE, em folhas previamente tratadas.

As enzimas B-GASEs, FAL e PFO sdo importantes para o metabolismo de defesa das
plantas contra o ataque de patdégenos. A B-GASE é uma proteina PR importante como a¢édo
antimicrobiana capaz de hidrolisar parede celular dos fungos (DURRANT; DONG, 2004).
Enzimas de defesa como B-GASE possuem papel de grande importéncia no processo de
resisténcia, as quais exercem sua funcdo conjuntamente com quitinases, sendo as principais
hidrolases do mecanismo de defesa, contudo as quitinases ndo foram avaliadas neste trabalho
(DILDEY, 2014).

Para severidade, pode-se verificar sistemicidade para as fracbes F17, F23, F27, F29 e
F38 de mesma magnitude ou magnitude inferior ao do ASM/TAP (utilizado como tratamento
indutor de resisténcia padrdo), quando observado na folha ndo tratada (FNT), podendo ser
eficientes, apresentando reducdes de severidade em 44,18%, 22,53%, 34,88%, 41,86% e
33,16% das plantas de feijoeiro em relacdo ao controle (TAP). Desse modo, para a FT, quando
aplicadas as fragbes F17, F23 e F27, houve redugOes de 58,66%, 65,33% e 62,66% na
severidade em relacdo ao controle (TAP), sendo as fragdes apresentaram magnitude de indugéo
semelhante ao ASM/TAP, podendo ser consideradas moléculas promissoras para indugédo de
resisténcia, sendo efetivas na agdo eliciadora para controle da doenga antracnose do feijoeiro.

Zanardo et al. (2009), estudaram fracGes agrupadas em cromatografia de troca aniénica

do extrato bruto autoclavado de S. cerevisiae, observaram que as fragcdes apresentaram maiores
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concentragOes de carboidratos em relagdo ao contetido de proteina e reduziram em até 81% a
severidade da antracnose (Colletotrichum lagenarium) em cotilédones de pepino comparado ao
tratamento controle.

Para Vinale et al. (2008), trabalhando com compostos conhecidos, caracterizados a partir
de filtrados de cultura de diferentes cepas de Trichoderma (T. harzianum, T. atroviride e T.
harzianum), testaram os efeitos sobre o crescimento e inducdo de mecanismos de defesa em
plantas de canola (Brassica napus). Houve reducdo de 16% na severidade da doenca nos
cotilédones, com a aplicacdo do composto 6 pentil-o-pirona antes da inoculacdo com
Leptosphaeria maculans. O mesmo pode ser observado para aplicagéo de harzianopyridone e
T22azaphilone que reduziram ambos em 9,5%, enquanto que com harzianolide a reducéo foi
de 13% e para antraquinonas, foi registrado menor efeito com reducéao de 8%.

Os mesmos autores testaram 0s compostos em mofo cinzento causado por Bacillus
cinerea em cotilédones de tomateiro. Os tratamentos reduziram os sintomas em torno de 18%,
na aplicagédo de 6 pentil-a-pirona, 17% para harzianopyridone; 15% para harzianolide e 10%
de reducdo de severidade na aplicacdo de antraquinonas.

Em plantas de feijoeiro Di Piero e Garda (2008), realizaram a pulverizacao preventiva
do polissacarideo quitosana nas plantas e observaram reducdo em mais de 70% da severidade
da antracnose (C. lindemuthianum), quando se aplicou 9 mg por planta, 4 dias antes da
inoculacdo. Os autores relatam que o efeito foi relacionado na capacidade de atuar contra o
patégeno, provocando aumento da atividade de enzima de B-1,3 glucanases nas folhas
previamente tratadas. De acordo com Aguiar, et al. (2014), as proteinas relacionadas a
patogénese podem ter sua sintese e acimulo nas células da planta, incrementadas pela aplicacdo
do polissacarideo quitosana.

Vinale et al. (2008), os metabolitos de Trichoderma podem atuar como eliciadores do
sistema de defesa da planta, aumentando a resisténcia das plantas contra o stress biotico, tais
como a invasdo fungos e bactérias. Diferentes classes de compostos podem atuar como
eliciadores de resisténcia nas plantas. Estas moléculas podem incluir: proteinas com atividade
enzimatica, tais como endoxilanase; genes especificos capazes de induzir processo de defesa
nas plantas ou compostos que séo libertados da parede celular de fungos ou plantas (HARMAN
et al., 2004).

Outras respostas de defesa, podem ter sido ativados por moléculas eliciadoras que podem
ter contribuido na reducdo da &rea lesionada, como a ativacao das espécies reativas de oxigénio
(EAOs), reacdo de hipersensibilidade, superdxido dismutase e quitinases, ndo quantificadas
neste trabalho (DURRANT; DONG, 2004; RUOCCO et al., 2015).
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Yedidia; Benhamou e Chet (1999) demonstraram que fungos do género Trichoderma
induzem também a expressao de outras proteinas e compostos de defesa em plantas hospedeiras,
como as POX, compostos fenolicos e substancias que aumentam a resisténcia mecéanica da
célula hospedeira, desta forma, podem inibir ou restringir a invasao de tecidos vegetais pelo

patégeno.

4.5 CORRELACAO ENTRE OS RESULTADOS

Ao abordar a correlacdo dos resultados expressos, as oito fracdes testadas no estudo para
o efeito sistémico no fator de aplicacdo folha ndo tratada (FNT) e folha tratada (FT),
apresentaram resultados discrepantes, porém nas observacoes, é possivel verificar o efeito local
para folha tratada (FT) tanto em relacdo a atividade das enzimas relacionadas a inducéo de
resisténcia, como para a reducdo da severidade da doenca avaliados no trabalho.

A fracdo F23 proveniente do filtrado de cultura (FTC) e de natureza proteica foi a que
proporcionou maior reducdo de severidade da doenca, reduzindo 65,33% no fator FT, porém
ndo se mostrou eficiente em relacdo a resposta de indugé@o de resisténcia para as atividades
enzimaticas testadas. O mesmo ocorreu para a F27 proveniente EXM (glicoproteica), que
proporcionou a segunda maior reducdo de severidade de 62,66% no fator FT, 0 mesmo néo foi
eficiente em relagdo a atividade enzimética. Possivelmente a indugdo de resisténcia ocorreu
através da ativacdo de outros mecanismos ndo avaliados no estudo, como por exemplo,
lipoxigenases, quitinases e compostos fendlicos. Segundo Romeiro (2007), a acdo das
lipoxigenases contribuem para a inducdo de defesa das plantas, podem levar a inibicdo do
crescimento do patégeno, induzir a sintese de fitoalexinas, a peroxidacdo de lipidios da
membrana e a resposta de hipersensibilidade.

Para a fracdo F17, a mesma, apresentou a terceira maior reducéo de severidade da doenca
em 58,66% no fator FT, proporcionou aumento da atividade das enzimas POX, PFO e B-GASE
na 32 coleta, ou seja, 72 horas ap0s a inoculacdo do patdgeno, sendo esté fracdo proveniente de
FTC e de natureza glicoproteica. Deste modo, a POX estd envolvida no processo de
lignificacdo, e este processo atua como uma barreira contra invasdo e desenvolvimento dos
patégenos (EL-RAHMAN; MOHAMED, 2014). Sabe-se que a enzima PFO esta envolvida em
reacOes de oxidagdo, a qual oxida compostos como &cido ascorbico e fendis na planta
(AGRIOS, 2005). A enzima B-GASE, é uma Proteina RP com ag&o antimicrobiana, que é capaz

de hidrolisar células da parede celular de fungos, consequentemente, aumentando assim, o grau
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de resisténcia a infeccdo na planta de feijoeiro causado pelo patégeno, como é o caso do C.
lindemuthianum (DURRANT; DONG, 2004).

As fracbes F17, F25, F31, F38 e F46 foram as que proporcionaram aumento da expressao
das enzimas POX, PFO ¢ B-GASE na forma de aplicacdo folha tratada (FT) na 3?2 coleta, ou
seja, 72h apo6s a inoculagdo do patdgeno. Porém, as fragdes F17 e F31 foram as Unicas fraces
que proporcionaram 0 aumento da atividade de POX na folha nédo tratada (FNT), efeito
sistémico, entretanto essa expressao foi inferior em relagéo ao efeito local (FT).

Em contrapartida, somente as fracGes F38 e F46 proporcionaram a expressao de B-GASE
na forma de aplicacédo folha tratada (FT) da 22 coleta, ou seja, 72h ap6s a aplicacdo das fragdes
na folha. Assim, verificou-se o aumento da atividade da enzima em funcdo da aplicagdo do
eliciador, porém ndo houve correlacdo para inducdo de resisténcia da planta de feijoeiro, no
sentido de reduzir a severidade de antracnose. A inducdo do mecanismo de defesa na auséncia
do patdgeno pode acarretar um possivel custo adaptativo, com alocacdo de recursos para
formacdo de compostos de defesa (metabolismo secundario), competindo assim por substrato
e energia com 0s processos de crescimento (metabolismo secundario) (GAYLER et al., 2004;
HEIL; BALDWIN, 2002).

A sintese de fitoalexina faseolina, de modo geral ndo apresentou atividade para a maioria
das fracOGes obtidas pelas purificacbes. Esses resultados consequentemente, podem estar
relacionados com a ativagdo de outras vias metabolicas ndo avaliados no presente estudo, mas
ndo descartando a possibilidade de estudar outras rotas de ativacao envolvidas no processo de
resisténcia da planta. (GONCALVES-TREVISOLI et al., 2016).

A importancia da atuacdo conjunta de algumas moléculas explicaria o fato de que
produtos a base de uma tnica molécula como principio ativo de inducdo de resisténcia padréo
ASM e a separacdo em fracdes, ndo permitiram a ativacdo de todas as enzimas. Cada rota ou
via pode ser ativada separadamente por eliciadores especificos, sendo que cada uma induziria
a expressdo de um conjunto especifico de genes. Considerando a complexidade fisioldgica e
bioquimica da planta em resposta aos diferentes indutores de defesa, possivelmente é necessaria
uma atuacdo sinergistica dos componentes purificados do T. longibrachiatum extrato para a
ativacdo e aumento de atividade de outra enzima no complexo bioquimico do feijoeiro
(TEMPORAL, 2014).

As pesquisas vém sendo concentradas nos mecanismos pelos quais as células vegetais
percebem esses sinais para ativar suas respostas de defesa. Esse interesse tem sido voltado para
a identificacdo de moléculas eliciadoras especificas que podem estimular receptores

fisioldgicos para desencadear cascata de sinais na célula vegetal. Diante disso, a purificagéo e
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caracterizacdo dessas moléculas ligadas pelo eliciador especifico, € essencial para uma
compreensdo desses sinais entre as plantas e 0s agentes patogénicos que leva a ativacdo dos
mecanismos de defesas.

Nos ultimos anos, tem aumentado a atencdo dada aos estudos da interacao entre espécies
de Trichoderma e plantas, incluindo estudos moleculares de componentes bioativos especificos
produzidos pelo fungo que esteja associado com inducdo de mecanismo de defesa, colonizacdo
da raiz ou promocéao de crescimento da planta hospedeira (DA SILVA, 2014).

Os resultados apresentados no estudo, ressaltam que as plantas sdo capazes de responder
a presenca de diferentes moléculas, que podem ser, tanto de natureza proteica, glicidica ou
glicoproteica, derivadas do isolado de T. longibrachiatum em estudo, considerando a interagao
existente entre as moléculas eliciadoras e seus respectivos receptores especificos presentes na
membrana da célula.

Através dessas observacfes, mesmo que as expressdes enzimaticas foram menores e
pouco significativas, podemos dizer que as fragcdes podem ser promissoras para o efeito indutor
dos mecanismos de resisténcia no feijoeiro, a qual, podem ser pesquisadas em novos testes e
analises ndo realizadas neste trabalho, como também, serem testadas em outras plantas na
inducdo de resisténcia contra outros patdégenos.

Embora a produgdo de compostos bioativos pelo Trichoderma envolvidos no controle
biolégico é um fenbmeno bem documentado, a identificacdo e compreensao do papel dessas
proteinas no controle de doenca é pouco compreendida. Pesquisas adicionais sdo necessarias
para estudar os mecanismos e sua atividade nos processos do biocontrole. Para isso, estudos
referentes a inducdo de resisténcia de plantas ainda estdo em desenvolvimento, porém
enfrentam a competicdo com os métodos convencionais de controle de doengas. No entanto,
esses estudos podem oferecer um grande potencial para integrar ambas futuras formas de

protecao para praticas culturais.
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5. CONCLUSAO

1 - A separacdo de amostras provenientes de filtrado de cultura e extrato de micélio de
Trichoderma longibrachiatum, por cromatografia de troca idnica e cromatografia de filtracdo
em gel, indicaram fragfes com presenca de moléculas eliciadoras proteicas, glicidicos e
glicoproteicos capazes de induzir a sintese de fitoalexina faseolina e a atividade enzimética de
peroxidase, polifenoloxidase e 3-1,3 glucanase.

2 — As fracdes ndo alteraram a atividade enzimatica de catalase e fenilalanina aménia-

liase.

3 — As fragdes F17, F23 e F27 reduziram a severidade da antracnose no efeito local.
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