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RESUMO: O produto BTH controla doengas através da ativagdo dos mecanismos de resisténcia de plantas,
cujo modo de agéo tem sido caracterizado através da identificagdo de genes ou enzimas ativados durante
esta reagdo. Os mesmos genes e enzimas podem ser ativados como parte da reagéo das plantas a colonizagéo
por microssimbiontes mutualistas. Entdo, a aplicagdo de BTH pode inibir também essas simbioses. Um
experimento foi conduzido para verificar se BTH tem efeito sobre a colonizagéo de raizes de soja pelos
microssimbiontes Glomus intraradices e Bradyrhizobium elkanii. Plantas controle ou inoculadas com o fungo
micorrizico ou rizébio foram tratadas com 20 mL de BTH 25 mg L™ por meio da aplicagdo em sementes, via
radicular ou via foliar. As plantas que receberam aplicagéo radicular de BTH tiveram desenvolvimento vegetativo
reduzido. A colonizagdo de raizes por B. elkanii foi menor nas plantas que receberam aplicagdo de BTH via
radicular do que naquelas nao tratadas ou tratadas por via foliar apenas. A colonizagéo de raizes de soja por
G. intraradices nao foi afetada por BTH em quaisquer dos modos de aplicagdo. A aplicagao radicular de BTH
deve ser evitada na cultura da soja. Nao ha indicio de restricdo de aplicagao foliar do produto.
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INHIBITION OF THE COLONIZATION BY Bradyrhizobium elkanii
BUT NOT BY Glomus intraradices OF SOYBEAN BY THE
PROTECTION COMPOUND BTH

ABSTRACT: The compound BTH controls plant diseases activating a plant disease resistance response,
which can be characterised by identifying genes or enzymes activated during this reaction. Some genes or
enzymes can be activated during plant reaction to colonization pathways by microsymbionts. Therefore, the
application of products that activate protection mechanisms like BTH, could also inhibit mutualistic symbioses.
An experiment was carried out to establish the effect of BTH on soybean colonization by Bradyrhizobium
elkanii and Glomus intraradices. Control plants or plants inoculated with rhizobium or mycorrhizal fungus
were treated with BTH (20 mL of a 25 mg L solution) via seeds, roots or leaves. BTH reduced plant growth
when applied to roots. Roots were colonized at a lower rate by B. elkanii in plants to which BTH was applied
via roots, when compared to control plants or plants treated via leaves. BTH treatment had no effect on the
colonization of soybean roots by Glomus intraradices. It is suggested to avoid BTH application to soybean
roots, although there is no restriction to the foliar treatment.
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INTRODUCAO

E praticamente inexplorado comercialmente o
controle de doencgas de plantas por meio do estimulo a
ativagao de seus mecanismos de defesa. Esta estratégia
deve ser ampliada pelo composto BTH, também
conhecido pelo nome comercial de Bion, que quando
aplicado em Arabidopsis thaliana (Lawton et al., 1996)
ou tabaco (Friedrich et al., 1996), induz as plantas a
sintetizar proteinas que podem restringir a colonizagéo
por patégenos e que caracterizam a reagdo de defesa
conhecida como “resisténcia sistémica adquirida”. Nestas
espécies, bem como em trigo (Gorlach et al., 1996), feijao

(Siegrist et al., 1997) e tomate (Benhamou & Bélanger,
1998), a aplicagdo do produto reduz a colonizagdo por
fungos ou bactérias fitopatogénicos.

Como a resisténcia sistémica adquirida é de
natureza inespecifica, ou seja, € eficaz contra uma gama
relativamente ampla de patégenos (Ryals et al., 1996),
ela pode ser inibitéria também para microrganismos
simbiontes mutualisticos.

Micorrizas e a associagao de rizobios com
plantas leguminosas sdo simbioses mutualisticas de
grande importancia econbémica. Fungos micorrizicos
arbusculares associam-se a mais do que 80% das familias
botanicas. Suas hifas podem ser comparadas a
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prolongamentos das raizes da planta hospedeira, porque
absorvem agua e nutrientes fornecidos a planta através
dos arbusculos, ramificagdes formadas pelas hifas
internas as células do hospedeiro. O nutriente
economicamente mais importante obtido é o fdsforo,
devido a sua escassez e baixa mobilidade no solo
(Silveira, 1992). Rizdbios sédo bactérias que, quando em
associagao simbidtica com plantas da familia Fabaceae,
antiga Leguminosae, transformam o nitrogénio
atmosférico em amoénio, tornando-o disponivel para a
planta hospedeira (Freire, 1992). Em soja, todo o
nitrogénio necessario pode ser obtido através da fixagéo
do N, atmosférico por Bradyrhizobium japonicum ou por
B. elkanii.

Dada a importéncia das simbioses, a redugéo
de sua eficiéncia pela aplicagdo de produtos que ativam
0s mecanismos das plantas de prote¢cdo as doencas,
como BTH, pode resultar em danos de relevancia
econdmica.

O objetivo deste trabalho foi analisar o efeito da
aplicacao de BTH sobre a associac¢ado de plantas de soja
com os microssimbiontes Bradyrhizobium elkanii e
Glomus intraradices.

MATERIAL E METODOS

Delineamento experimental

Os tratamentos foram organizados em esquema
fatorial 5 x 3, sendo: quatro formas de aplicagdo de BTH
e um controle sem o ativador, associados a B. elkanii,
G. intraradices e um controle n&do inoculado. O
delineamento foi inteiramente ao acaso, com seis
repeticbes por tratamento.

Preparo do substrato

O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo do Departamento de Solos e Nutricdo de
Plantas na ESALQ/USP, com temperatura controlada e
mantida no intervalo entre 18 e 30°C.

Vasos contendo 3 kg de solo de baixa fertilidade
(Neossolo Quartzarénico) misturado a areia de rio na
proporgao 3:1(v/v) foram autoclavados a 121°C por 2
horas e adubados com 20 mg dm® de P (na forma de
KHZPO%); 60 mg dm® de N (na forma de (NH,),SO,); 0,5
mg dm” de B (na forma de H,BO,), 0,5 mg dm® de Cu
(na forma de CuS0O,.5H,0), 0,3 mg dm® de Zn (na forma
de ZnSO,7H,0) e 0,05 mg dm® de Mo (na forma de
Na,MoO,.2H,0).

Tratamento quimico

O éster 2-metil benzol (1,2,3) tiadiazole-7-
carbonico (BTH) foi fornecido pela Novartis na forma do
produto comercial Bion 500 WG®, um granulado
dispersivel contendo 50% do ingrediente ativo, cujo peso
molar é 210,3 g mol™.

Foi preparada solugdo do produto na
concentracdo de 25 mg L™, e aplicados 20 mL, em
diferentes formas, totalizando 500 pg por planta.
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Os tratamentos em relagdo a BTH foram: i)
controle (sem aplicagdo de BTH); ii) aplicagdo em
sementes, que foram incubadas, por 5 horas, em placa
de Petri, em solucdo de BTH, a temperatura ambiente.
A solugao foi colocada de forma a cobrir cerca de 50%
do volume total da semente. As sementes dos demais
tratamentos foram incubadas pelo mesmo periodo, mas
em agua; iii) aplicacdo de BTH via radicular, no quarto
dia apds o plantio; iv) aplicagdo de BTH via radicular no
18° e 19° dias apds o plantio, quando as plantas
apresentavam o segundo trifélio aberto, e v) aplicagéo
de BTH via foliar, no 18° e 19° dias apds o plantio. A
aplicagao foliar do produto foi feita com pulverizador
manual. Como a area foliar era pequena para reter toda
a solucao neste estadio de desenvolvimento, a aplicagao
de BTH foi feita em quatro pulverizagbes de 5 mL, com
intervalos suficientes para permitir a absorgcédo do produto
antes de nova aplicagéo. Para evitar que respingos das
folhas caissem no solo e fossem simultaneamente
absorvidos por via radicular, durante a aplicagdo foram
colocados plasticos cobrindo o substrato, mantidos até
o final da absorgao.

Inoculagao

Em relagcdo aos microssimbiontes, os
tratamentos foram: i) controle (plantas n&o inoculadas);
ii) plantas inoculadas com B. elkanii estirpe SEMIA 587,
no terceiro dia apds o plantio e iii) plantas inoculadas
com G. intraradices, no momento do plantio.

Solo contendo hifas e esporos de Glomus
intraradices Schenck & Smith foi coletado em vasos de
plantas de Brachiaria decumbens Stapf mantidas em
casa de vegetagdo, homogeneizado manualmente e,
com uma pa medidora com capacidade de 25 mL,
colocado nos vasos, em regido préoxima a semente.

A bactéria Bradyrhizobium elkanii cresceu em
meio de cultura contendo 10 g L de manitol, 0,5 g L™
de K,HPO,, 0,8 g L de MgSO0,.7H,0, 0,2 g L" NaCl, 0,01
g L™ de FeCl,.6H,0, acrescido de 10 mg L de azul de
bromotimol, sob agitagao orbital a 28°C, por quatro dias.
Para a inoculagédo, 4 mL da cultura bacteriana foram
colocados em cada vaso, em regido proéxima a semente,
no terceiro dia apds o plantio.

Coleta dos resultados e analise estatistica

A coleta do material vegetal foi feita no 47° dia
apos o plantio. Os nédulos de cada planta foram retirados
e contados. As partes aéreas, as raizes e os nédulos
foram colocados em estufa com circulagéo de ar forgada,
a 65°C, por 48 horas, e determinado o peso de matéria
seca.

Para a avaliagcdo da colonizagdo por G.
intraradices, as raizes, secas em estufa, foram colocadas
em agua por 48 horas para re-hidratacdo e, a sequir,
transferidas para solugéo fixadora contendo etanol, acido
acético, formaldeido 37% e agua, na proporgéo 2 : 0,1;
0,5 :4 (v/viviv). Foi feita coloragdo das raizes com azul
de tripano a 0,05% (Phillips & Hayman, 1970) e
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observadas sob lupa, em placa de Petri que possui, no
fundo, linhas quadriculadas. A porcentagem de
colonizagao foi calculada dividindo-se o nimero de vezes
em que as estruturas do fungo (hifas, arbusculos ou
vesiculas) estdo presentes nos pontos em que as raizes
cruzam as linhas pelo niamero total de observagoes
(Ambler & Young, 1977).

Os pesos de matéria seca de parte aérea e raiz,
0 numero e matéria seca de nddulos e a porcentagem
de raizes colonizadas por fungo micorrizico foram
submetidos a analise estatistica para comparagao das
médias. Procedeu-se, primeiro, a analise de variancia
e depois ao teste de Duncan para comparagodes
multiplas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito dos microssimbiontes e de BTH no
desenvolvimento vegetativo da soja

A inoculagdo com microrganismos (P<0,01) e o
uso de tratamentos com BTH (P<0,05) tiveram efeito
sobre 0s pesos médios de matéria seca de parte aérea
e de raiz (TABELA 1). Nao existiu efeito da interagéo
entre o0 modo de aplicagdo de BTH e presenga ou
espécie de microrganismo.

A inoculagdo com G. intraradices estimulou o
desenvolvimento das plantas, medido pelo aumento do
peso médio de matéria seca da parte aérea ou da raiz,
segundo o teste de Duncan, a 5%, como mostra a
TABELA 1.

A aplicagdo de 20 mL de solugdo de BTH a 25
mg L™ por via radicular, aos 4 dias apds o plantio, reduziu
o desenvolvimento vegetativo da soja, estimado pelos
pesos de matéria seca de parte aérea e raiz, segundo o
teste de Duncan, a 5%. A redugéo dos pesos de matéria
seca de parte aérea e raiz foi menos expressiva nas
plantas que receberam aplicagdo radicular aos 18 dias,
que nao diferiram significativamente do controle. Isto
pode ser explicado por diferenca fisioldgica entre plantas
de diferentes fases de desenvolvimento, seja na
absorgao ou no efeito de BTH, ou por abrandamento do
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efeito do produto devido a sua melhor distribuicdo em
decorréncia do tamanho maior da planta.

A reducéo de desenvolvimento vegetativo ndo foi
observada quando a aplicagao do produto foi via foliar.
A deformacao de folhas, relatada em feijoeiro devido a
aplicacao foliar de BTH (Siegrist et al., 1997), n&o foi
observada em soja. Assim, a aplicagdo de BTH, via
radicular, pode ter efeito fitotdxico, mas néo a aplicagéo
foliar, na dose testada.

Efeito de BTH na colonizagédo de raizes de soja por
G. intraradices

As percentagens de raizes colonizadas por G.
intraradices (TABELA 2) nao foram afetadas pela
aplicagdo de BTH na dose testada, segundo o teste F
(p=0,69). Portanto, o experimento nado indica que deva
haver restricdo da aplicacdo do produto, via foliar ou
radicular, devido a prejuizo no desenvolvimento da
simbiose da planta com o fungo micorrizico arbuscular.

Se existe uma reagdo de defesa, ao nivel
radicular, induzida pelo BTH, esta nao teve efeito sobre
o desenvolvimento da micorriza. Em uma fase breve, no
inicio do processo de colonizagao por fungos micorrizicos
arbusculares, as plantas reagem com aumento de
expressao de enzimas relacionadas a defesa contra
patégenos, que, com o progresso da interagao
simbiotica, passam a ser expressas em um nivel inferior
ao periodo anterior a infecgdo (Gianinazzi-Pearson,
1996). Este processo pode ser ativo também na inibicdo
da reacdo de defesa estimulada pelo BTH. Assim, em
tabaco, a aplicagéo radicular de BTH 50 mg L™ provocou,
na raiz, aumento de atividade de uma isoforma de
quitinase basica, a mesma cuja atividade € inibida,
durante a colonizagéo pelo fungo G. intraradices. Quando
plantas micorrizadas foram tratadas com BTH por via
radicular, a atividade da isoforma permaneceu abaixo da
verificada nos controles nao inoculados e n&o tratados,
mostrando que a interagdo com o fungo pode inibir o
efeito do produto (David et al., 1998). Portanto, a
interagdo simbiodtica pode ter capacidade de inibir a
reacéo de defesa da planta.

TABELA 1 - Peso de matéria seca da parte aérea e raiz de soja, tratada com BTH 25 mg L' e submetida a inoculagédo de
microrganismos simbiontes, aos 47 dias apos o plantio.

Presenca ou auséncia e espécie de microrganismo

Presencga / auséncia de BTH e

modo de aplicacso Sem inoculagdo G. intraradice s B. elkanii Média
MSPA MSR MSPA MSR MSPA MSR MSPA MSR
g
Controle 3,48 1,32 6,22 1,63 4,72 1,30 4,81 a 142 a
em semente 3,32 1,08 6,10 1,67 3,80 0,97 4,41 ab 1,24 ab
via raiz, 4 dias 2,60 0,67 4,87 1,32 2,52 0,67 3,33 b 0,88 b
via folha, 18 dias 2,82 0,88 6,73 1,97 4,92 1,17 482 a 1,34 a
via raiz, 18 dias 2,90 0,93 6,07 1,63 3,00 0,82 3,99 ab 1,13ab
Média 3,02¢c 0,98b 6,00a 164a 3,79b 0,98b 427 1,20

MSPA = Matéria seca da parte aérea; MSR = Matéria seca de raizes.
Nota: Para cada variavel, letras diferentes indicam que as médias sao diferentes, segundo o teste de Duncan a 5%.
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Efeito de BTH na colonizag¢ado de raizes de soja por
B. elkanii

A aplicacdo de BTH teve efeito sobre a
intensidade de colonizagdo de raizes de soja por B.
elkanii, medida pelo numero de nddulos por planta (p=
0,01) e pela matéria seca de nédulos (p=0,04), segundo
os testes F (TABELA 3). As plantas tratadas com o
produto aos quatro ou dezoito dias do plantio via
radicular apresentaram menor niumero de nédulos,
comparativamente ao controle ou as plantas que
receberam BTH via foliar, segundo o teste de Duncan,
ao nivel de 5% de significaAncia. A matéria seca dos
ndédulos foi menor nas plantas que receberam aplicagao
de BTH via radicular, aos 4 ou 18 dias do plantio, do que
naquelas que ndo foram tratadas, ou foram tratadas via
foliar.

Portanto, a aplicagcdao radicular inibiu a
intensidade de colonizagao por B. elkanii, restringindo a
viabilidade da aplicagdao comercial do produto na cultura
da soja nesta forma de aplicagdo. Para outras
leguminosas, deve ser avaliado o efeito da aplicagao
sobre a interagdo com rizébios, antes de se fazer
recomendacdo de aplicacdo do produto. O composto
BTH tem efeito na colonizagdo de plantas por patégenos
(Lawton et al., 1996) e a inespecificidade dos
mecanismos envolvidos pode levar também a inibicdo de
colonizagao por microssimbiontes mutualisticos. A planta
coordena o processo de infecgdo por rizébios, mas, ao

TABELA 2 - Aplicacado de BTH e média da percentagem de
colonizagdo de raizes de soja por G. intraradices,
aos 47 dias apos o plantio.

Presengal/auséncia de

BTH e modo de Colonizagdo média (%)

aplicacéao

Controle 62 a
em semente 54 a
radicular, 4 dias 58 a
foliar, 18 dias 49 a
radicular 18dias 52 a

Nota: letras iguais indicam que o teste de Duncan néo detectou
diferengas entre médias, a 5%.

TABELA 3 - Aplicagdo de BTH e colonizagédo de raizes de
soja por B. elkanii, aos 47 dias apés o plantio.

Presencga/auséncia

de BTH e modo de Numero de Matéri'a seca
aplicacdo nédulos de nddulos
——mg ——
Controle 123,5a 922 a
em semente 78,7 abc 65,2 ab
Radicular, 4 dias 46,7 bc 33,7b
foliar, 18 dias 96,3 ab 93,0a
Radicular, 18 dias 322c 240b

Nota: letras diferentes indicam que as médias diferem entre si
segundo o teste de Duncan a 5%.
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mesmo tempo, a restricdo de colonizagdo é um
mecanismo ativo neste processo. Isto fica demonstrado
em plantas leguminosas mutantes que n&o regulam o
numero de ndédulos, onde ocorre o fenétipo de
supernodulacao. As partes aéreas destes mutantes
apresentam crescimento reduzido, demonstrando
que na supernodulagdo o rizébio é um parasita (revisto
por Pawlowski & Bisseling, 1996) e que ha necessidade
de um mecanismo da planta em restringir a
colonizagao.

O tratamento de sementes com BTH tendeu a
reduzir a colonizacao por B. elkanii, embora nao tenha
se diferenciado do controle, segundo o teste de Duncan.
A importancia do tratamento de sementes deve-se a
maior viabilidade econémica de aplicagdo em culturas
comerciais, além de que os microrganismos estudados
tém persisténcia no solo e o estimulo com o produto
pode ser requerido anteriormente a inoculagao, para
que haja efeito de protecdo. Siegrist et al. (1997)
mostraram que o tratamento de sementes com BTH
induziu, em feijoeiro, resisténcia a fungos e bactérias
fitopatogénicos.

Nas plantas que receberam aplicagdo de BTH,
na dose de 500 pg por planta, via foliar, ndo houve
reducao do numero ou peso de matéria seca de nédulos
por planta em relagdo ao tratamento controle. Também
nao houve reducdo de crescimento das plantas, como
houve no caso da aplicagédo radicular. Em conjunto, os
resultados mostram que BTH somente mostrou
efeito inibitério quando aplicado via radicular e que
as diferengas observadas entre plantas que receberam
o produto via foliar ou via radicular poderiam ser
devidas a néo translocagao de sinal da parte aérea para
a raiz.

CONCLUSOES

A aplicagdo de BTH em raizes de soja deve ser
evitada, uma vez que existe a possibilidade de inibigao
do desenvolvimento da simbiose mutualistica com B.
elkanii. Os resultados nao indicam restricdo da
viabilidade de aplicagao foliar do produto.
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