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AVALIACAO DO Trichoderma harzianum T1A, COMO ELICITOR DE
PROTEINAS EM Vitis vinifera

'Boscato, R. '; Zampieri, D. ' ; Magrini, F."; Dillon, A. J. P.'; Souza, P. V. D’ Rute T.
Silva-Ribeiro, R. T. '

RESUMO
Plantas quando elicitadas podem produzir respostas de defesa. Foi avaliada a producao
de peroxidase, quitinase e glicanase em Vitis vinifera apds tratamentos biolégico e

convencional.
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INTRODUGAO

O clima umido da regido serrana do Rio Grande do Sul favorece o desenvolvimento
de fitopatégenos que comprometem a qualidade e a produtividade da uva. Os tratamentos
a base de fungicidas quimicos tem sido a Unica alternativa de controle dessas doencas,
levando ao desequilibrio ecolégico, a produgdo de uvas com residuos quimicos e a
intoxicag@o dos produtores e das plantas, além de representarem um custo muito alto. Os
principais agentes de doenca, Plasmopara. viticola (mildio) e Botrytis. cinerea (podridao
cinzenta) atacam as plantas nos periodos quentes e chuvosos, destruindo as folhas e os
cachos da videira. Linhagens do fungo Trichoderma harzianum podem estimular a planta
a produzir proteinas relacionadas a resisténcia. Foi relatado a expressao de genes
relacionados a resposta de defesa, em cultura de células de Vitis vinifera, quando
elicitadas por enzimas de T. viride. Como n&do existem dados sobre o aumento da
expressdo de proteinas relacionadas a resisténcia em plantas adultas, este trabalho
avaliou a resposta de plantas adultas de V. vinifera, das variedades Cabernet Sauvignon,
Barbera e Sangiovese a elicitagcdo, provocada pela aspersao aérea de uma calda a base
de T. harzianum T1A.
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MATERIAIS E METODOS

Os testes foram realizados em vinhedo de Vitis vinifera variedade Cabernet
Sauvignon, situado no municipio de Nova Padua. O experimento foi dividido em 4 blocos
constituidos de 15 plantas distribuidas em 3 filas de cinco plantas. Foram marcadas para
amostragem apenas as 3 plantas centrais de cada bloco. Os testes em estufa com as
variedades Sangiovese e Barbera foram realizados no IB-UCS. O experimento foi
planejado em 4 blocos da variedade Sangiovese e 5 blocos da variedade Barbera,
constituidos de 3 plantas por bloco.
Microrganismos: No tratamento biolégico foi pulverizada a linhagem T1A de T. harzianum,

na concentragdo de 3.10'> UFC/ha. No tratamento convencional foram pulverizados
fungicidas quimicos, conforme Andrei (1999) e Amorim & Kuniyuki (1997). As parcelas
foram tratadas de setembro de 2003 a fevereiro de 2004.

Elicitacdo de proteinas: A elicitacdo de resposta de defesa foi realizada em 20/12/2003 e

as amostras foram coletadas nos tempos Oh, 24h, 72h, 120h e 165 h apds a aplicacao
dos respectivos tratamentos para a extracdo e andlises das atividades enzimaticas.
Extracdo de Proteinas: A extracdo das proteinas do tecido foliar foi realizada conforme
Calderén et al. (1992).

Atividade peroxidase: A atividade peroxidase foi avaliada no extrato foliar cra, pelo

método proposto por Kuwahara et al. (1984).
Precipitacdo das proteinas: As proteinas foram precipitadas conforme Alfenas (1991).

Atividade quitinase: A atividade quitinase foi avaliada na fracao precipitada, pela hidrélise

do substrato quitina coloidal segundo Pinto et al. (1997), sendo os agucares redutores
liberados dosados pelo método descrito por Miller (1959).

Atividade 3-1,3-glicanase: A atividade B-1,3-glicanase foi avaliada na fragao precipitada,

pela hidrélise do substrato laminarina segundo Noronha & Ulhoa (1996) e os acgucares
redutores liberados dosados conforme Miller (1959). As atividades enzimaticas foram
expressadas em unidades internacionais (Ul) por mL definidas como a quantidade de

enzima que libera 1umol de produto por mL, por minuto.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Experimento a campo: Conforme os resultados apresentados na Figura 1, no extrato de folhas de

V. vinifera Cabernet Sauvignon foi identificado as atividades peroxidase, quitinase e [B-1,3-
glicanase. As enzimas foram produzidas e variaram durante todo o periodo avaliado, nao sendo

detectadas diferengas significativas entre os tratamentos, podendo ser sugerido que este
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resultado seja devido ao proprio comportamento fisiolégico da planta, uma vez que néo foi
possivel constatar aumento da producdo das enzimas apés aplicagdo dos tratamentos..
Especificamente, na atividade quitinase (B) foi observado um aumento nas 120 horas, 0 que néo
ocorreu para glicanase (C).

Experimento em condicées de estufa: Nos tratamentos realizados com as cultivares Sangiovese

(Fig.2 A, B e C) e Barbera (Fig.2 D, E e F), pode ser observado que as enzimas peroxidase,
quitinase e B-1,3-glicanase foram produzidas e variaram durante todo o periodo avaliado, ndo
sendo detectadas diferencas significativas entre os tratamentos. Da mesma forma como ja foi
sugerido para os resultados a nivel de campo, estes resultados sugerem que seja devido ao
préprio comportamento fisiolégico da planta, uma vez que nao foi possivel constatar aumento da

producdo das enzimas ap6s aplicacao dos tratamentos.

CONCLUSOES PARCIAIS

1) As Vitis vinifera Cabernet Sauvignon, Sangiovese e Barbera expressaram
atividade peroxidase, quitinase e B-1,3-glicanase.

2) Nao houve diferenga significativa na expressdo e producdo das enzimas, entre
os tratamentos bioldgico, convencional e testemunha.

3) Néo foi possivel correlacionar as atividades enzimaticas com os indutores ou a

maneira como foram empregados neste trabalho.
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Fig.1. Atividade peroxidase(A), quitinase(B) e pB-1,3-glicanase(C) em extrato de folhas de C.
Sauvignon. B tratamento biolégico; A tratamento convencional.
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Fig.2. Atividade peroxidase, quitinase e -1,3-glicanase em extrato de folhas de Sangiovese (A,Be C) e
Barbera (D, E e F). Htratamento biolégico; A tratamento convencional; @ testemunha.
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