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RESUMO GERAL

COSTA, Joao de Ciassia do Bomfim. Prospeccao de indutores de
resisténcia para o manejo da vassoura-de-bruxa do cacaueiro. 2008.
86p. Tese (Doutorado em Fitopatologia) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG,

A vassoura-de-bruxa (VB) do cacaueiro, causada pelo fungo Crinipellis
perniciosa (CP), é um dos principais problemas fitossanitarios da cacauicultura
mundial. O manejo integrado da doencga preconiza o controle genético, cultural,
quimico e bioldgico. A aplicacdo de fungicidas naturais, a base de extratos
vegetais, além do estudo da resisténcia induzida, constitui alternativa a ser
avaliada neste patossistema. Este trabalho foi realizado com os objetivos de
verificar o efeito de produtos naturais e sintéticos, além do efeito de doses e de
épocas de aplicacdo de um produto composto a base de mananoligossacarideo
fosforilado (Agro-Mos® - AM), na prote¢do de mudas de cacaueiro contra CP,
bem como a toxidez direta deste produto sobre o patégeno e a caracterizagdo de
alguns mecanismos bioquimicos envolvidos na possivel resposta de defesa da
planta. Os extratos vegetais a base de folhas de café suscetivel e resistente a
ferrugem e a base de casca de fruto de cacau suscetivel e resistente a VB nao
apresentaram efeito de prote¢do sobre as mudas de cacaueiro contra CP. O AM,
por sua vez, apresentou reducdo da incidéncia da vassoura-de-bruxa semelhante
a do Recop® (oxicloreto de cobre), independente das doses testadas. A
ineficiéncia de agdo protetora do Agro-Mos® Experimental (AME), formulacio
sem Cu™" e Zn™, possivelmente, é ser atribuida & auséncia dos componentes
cobre e zinco na sua formulagdo. Nao foram verificados efeitos de dose e época,
mas o AM conferiu maior protecdo as mudas de cacaueiro contra a VB,
comparado ao ASM. O crescimento micelial de CP in vitro foi completamente
inibido pelo AM e o Recop®, nas doses de 3,6 a 7,0 mL L™ de solucdo e 0,1 a 0,2
g L', respectivamente. Em plantas tratadas com ASM, AM e AME, observou-se
aumento da atividade de quitinases, B-1,3-glucanases, peroxidases de guaiacol e
oxidases de polifendis, sem alteracdo do conteido de lignina solivel e fendis
soliveis totais. A reducdo da incidéncia de doenca provocada pelo AM,
associada com o seu efeito toxico in vitro e a ativacdo de algumas enzimas
relacionadas as respostas de defesa da planta, evidencia que o AM,
possivelmente, estd atuando duplamente sobre o patégeno por meio de um efeito
direto de protecdo e pela ativagao de mecanismos de indugdo de resisténcia.

'Comité de Orientacdo: Mario Lucio Vilela de Resende — UFLA (Orientador)



ABSTRACT

COSTA, Joao de Céssia do Bomfim. Search for inducers of resistance
aiming at the management of witche’s broom in cacao. 2008. 86p. Thesis
(Doctorate Program in Phytopathology) — Federal University of Lavras, Lavras,
MG'.

Cacao witches” broom (Theobroma cacao L.) caused by Crinipellis perniciosa
is one of the main phytosanitary problems of cacao in the world. The disease
integrated management advocates genetic, cultural, chemical and biological
control. The application of natural fungicides, based on plant extracts, are
alternatives to be evaluated in this patosystem, in addition to the study of
induced resistance. This study was aimed at determining the effect of natural and
synthetic products, in addition to the effect of doses and times of application of a
phosphorilated manannoligosacharide compound (Agro-Mos®), in order to
protect seedlings of cacao against C. perniciosa, and to evaluate the direct
toxicity of this product on the pathogen as well as to characterize some
biochemical mechanisms involved in the possible plant defense response. Plant
extracts based on coffee leaves and bark of cacao fruit susceptible and resistant
to witches’ broom, showed no effect on cacao seedlings protection against C.
perniciosa. Agro-Mos®, in turn, presented reduction in the incidence of witches’
broom, similarly to Recop® (copper oxichoride), independent of tested doses.
The inefficiency of the Experimental Agro-Mos® protective action (formulation
without Cu™ and Zn™), possibly can be attributed to the absence of copper and
zinc components in its formulation. There were verified effects of dose and time,
but Agro-Mos® conferred greater protection for cacao seedlings against witches’
broom when compared to ASM. The mycelial growth of C. perniciosa in vitro
was completely inhibited by Agro-Mos® and Recop® at doses of 3.6 to 7.0 mL
L' solution, and 0.1 to 0.2 g L™, respectively. There was increased activity of
chitinases, -1,3-glucanases, guaiacol peroxidases, polyphenol oxidases, without
changes at the content of soluble lignin and total soluble phenolics in plants
treated with ASM, Agro-Mos® or Experimental Agro-Mos®. The disease
incidence reduction caused by Agro-Mos®, associated with its in vitro toxic
effect and the activation of some enzymes related to plant defense response,
shows that Agro-Mos®, possibly, is working on the pathogen through a direct
effect and is also activating plant defense mechanisms.

" Guidance Committee: Mdrio Licio V. de Resende - UFLA (Major Professor).
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CAPITULO 1

GENERALIDADES SOBRE A CULTURA DO CACAUEIRO E
INDUCAO DE RESISTENCIA



1 INTRODUCAO GERAL

A vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo Crinipellis perniciosa (Stahel)
Singer, € considerada uma das mais importantes enfermidades do cacaueiro
(Theobroma cacao L.) (Purdy & Schmidt, 1996; Griffith, 2004). Na regiao
amazoOnica brasileira, esta doenga chega a causar perdas de até 70% na producio
de frutos em plantios comerciais com mais de seis anos de idade, especialmente
no estado de Ronddnia (Bastos, 1990).

No continente africano, ainda isento da doenga, concentra-se 70,6% da
producdo mundial de cacau, concentrada, principalmente na Costa do Marfim
(37,3%) (Quality bakery & Catering services, 2006/07). Na década de 1970, o
Brasil era o segundo maior produtor mundial de cacau, mas, atualmente, estd em
sexto lugar, com 140.000 toneladas, correspondendo a 4,1% do total (Agrianual,
2008).

A produgdo brasileira de cacau estd concentrada nos estados do Mato
Grosso (0,1%), Amazonas (0,7%), Espirito Santo (4,1%), Rondonia (6,9%), Para
(19%) e Bahia (70%) que, durante décadas, teve a cacauicultura como principal
atividade agricola (Okabe et al., 2004; Agrianual, 2008). A partir de 1989 a
vassoura-de-bruxa disseminou-se por toda a regido cacaueira, provocando
decréscimo acentuado na produtividade dos cacauais e grande impacto
econdmico, ambiental e social, transformando o Brasil, antes exportador, em
importador de cacau (Agrianual, 2000) (Figura 1).

O fungo C. perniciosa atua principalmente em tecidos meristematicos
em crescimento, tais como brotos vegetativos, almofadas florais e frutos do
cacaueiro, com sintomas caracteristicos, resultantes do desequilibrio hormonal

presente na interacdo hospedeiro-patégeno (Aguilar, 1999).



450 = Constatagao da
vassoura-de-bruxa (1989)

FIGURA 1. Produ¢do de cacau em améndoas (sacas de 60 kg) no estado da
Bahia, no periodo de 1958/59 a 2006/2007. (Adaptado de
ASSOCIACAO COMERCIAL DA BAHIA. Comissio do
Comércio do Cacau da Bahia, 2007).
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As primeiras formas de controle da doenca com a utilizacdo da poda
fitossanitdria mostraram-se muito onerosas e o controle quimico pouco eficiente
na prote¢do das plantas, além de causar grande prejuizo ao ambiente.
Atualmente, as medidas para o controle da vassoura-de-bruxa preconizam a
necessidade do manejo integrado da doenga.

Em vista disso, as pesquisas para a obtencio de variedades resistentes, a
busca de fungos antagdnicos a C. perniciosa e a inducio de resisténcia baseada
na ativagdo de mecanismos de defesa latentes no cacaueiro constituem as linhas
de pesquisa atuais mais promissoras para o controle da vassoura-de-bruxa, de
forma mais econdmica e com menor impacto ambiental.

Objetivou-se, com a realizacdo deste trabalho: a) testar eliciadores

bidticos na inducdo de resisténcia em mudas de cacau a C. perniciosa; b) estudar



os mecanismos envolvidos na indugdo de resisténcia em cacaueiro a C.
perniciosa e c) fornecer métodos alternativos para o manejo integrado da
vassoura-de-bruxa do cacaueiro, com a disponibilizacdo de produtos menos
téxicos a0 homem e ao ambiente e compativeis com outras metodologias ja

empregadas no manejo.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cacaueiro

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) € uma planta da familia Malvaceae,
género Theobroma (Alverson et al. 1999; APG II, 2003), origindria do
continente sul-americano, provavelmente das bacias dos rios Amazonas e
Orinoco, onde foi encontrado em condi¢des naturais, sob dossel de grandes
arvores da floresta tropical. Pode atingir de 5 a 8 metros de altura e de 4 a 6
metros de didmetro da copa, quando proveniente de semente. Dentre as 22
espécies do género, apenas o cacaueiro e o cupuaguzeiro (Theobroma
grandiflorum Schum.) sdo explorados comercialmente no Brasil, para a
fabricacdo de chocolate e derivados. O cacaueiro possui frutos com pericarpo
carnoso, composto por trés partes distintas: o epicarpo, que € carnoso € espesso,
cujo extrato epidérmico exterior pode estar pigmentado; o mesocarpo delgado e
duro, mais ou menos lignificado e o endocarpo, que é carnoso mais ou menos

espesso (Silva Neto, 2001; Monteiro & Ahnert, 2007).

2.2 Vassoura-de-bruxa

A vassoura-de-bruxa do cacaueiro foi observada cientificamente, pela
primeira vez, no Suriname, em 1895 (Holliday, 1952). Esta enfermidade
apresenta ampla distribuicdo geogréifica nos paises produtores de cacau da
América do Sul e Central, como Brasil, Bolivia, Coldmbia, Equador, Guiana,
Peru, Venezuela, Panam4 e nas Ilhas do Caribe, Trinidad, Tobago, Granada,
Santa Lucia e S3o Vicente (Bastos, 1990; Silva et al., 2002). O primeiro registro
da doenca na Bahia ocorreu no municipio de Uruguca, em 22 de maio de 1989
(Pereira et al., 1989) e em fevereiro de 2001, em Linhares, ES (Silva et al.,

2002).



2.3 Etiologia

A doenca é causada por um fungo pertencente a classe Basidiomycetes,
ordem Agaricales e familia Tricholomataceae. O agente etiolégico foi descrito,
primeiramente, por Stahel como Marasmius perniciosus (Stahel, 1915), sendo
revisado posteriormente por Singer como Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer
(Singer, 1942). Em 2005, apds andlises filogenéticas moleculares, o fungo foi
reclassificado como Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora,
(Aime & Phillips-Mora, 2005). A auséncia de marcadores morfolégicos que
permitam separar os géneros Crinipellis e Moniliophthora representa uma
dificuldade para a aplicacdo do bindmio proposto por Aime & Phillips-Mora
(2005). Assim, mantém-se, neste trabalho, o bindmio recomendado por Singer
(1942) (Luz et al., 2006).

O patdgeno apresenta duas fases fisioldgicas e morfoldgicas distintas.
Uma delas ¢ parasitica, monocaridtica, de crescimento intercelular, com
auséncia de grampos de conexao, encontrada em tecidos vivos, enquanto a outra
¢ saprofitica, dicaridtica, com crescimento intracelular e presenca de grampos de
conexdo, encontrada somente em tecidos mortos (Luz et al., 1997). Os
basidiomas s@o produzidos em todos os tecidos afetados depois de mortos e
mumificados, tanto na planta como na serrapilheira. Segundo Bastos (1990), o
micélio secundario do fungo ndo € infectivo; somente os basididsporos de
coloracdo hialina e dimensdes de 10-14 um x 4-5 pm, que sdo produzidos no

interior dos basidiomas, sdo capazes de induzir a doencga (Figura 2).



FIGURA 2. Basidiomas de C. perniciosa em fruto de cacau (A), em vassouras
(B, C), himend6foro de C. perniciosa com lamelas e lamélulas
esparsas (note o estipe excéntrico do basidioma, seta) (D) e
eletromicrografia de varredura da projecdo de corte transversal de
lamela de C. perniciosa e basidio em vista frontal com quatro
basididsporos presos aos esterigmas (E).

2.4 Hospedeiros

O fungo C. perniciosa, endémico na bacia Amazoénica (Bastos, 1990),
além de afetar o cacaueiro, também atinge outras espécies do género Theobroma
e Herrania, como T. grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K. Schum. (cupuagu), 7.
bicolor Humb. & Bompl. (cacau-do-pard), T. microcarpum Mart. (cacau-jacaré),
T. subincanum Mart. (cupui), T. obovatum Klotzsch ex Bernoulli (cacau-cabega-
de-urubu), 7. speciosum Willd. ex Spreng. (cacaui); H. albiflora Goudot, H.
nitida (Poepp.) R.E. Schult. e H. purpurea (Pittier) R.E. Schult. Também infecta



espécies da familia Solanaceae pertencentes, principalmente, aos géneros
Solanum e Capsicum, como S. lycocarpum St. Hil. (lobeira), S. paniculatum L.
(jurubeba), S. gilo Raddi (jil6), S. stipulaceum Willd ex Roem. & Schult.
(caigara), S. melongena L. (berinjela), S. lasiantherum Van Heurck & Miill. Arg.
(sem nome comum), S. rugosum Dunal (jugara), C. annuum L. (pimentdo), C.
frutescens L. (pimenta malagueta) e Athanaea aff. pogogena (Moric) Sendth
(sem nome comum) e membros da familia Bixaceae, como Bixa orellana
(urucum). Existem relatos sobre este fungo com colonizacdo de lianas das
familias Fabaceae, como Entada gigas (L.) Fawc. & Rendle e Malpighiaceae,
como Mascagnia sepium (A. Juss.) Griseb., Heteropterys acutifolia A. Juss. e
Stigmatophylum sp. (cip6-silvestre) (Thorold, 1975; Evans, 1978; Bastos &
Evans, 1985; Wood & Lass, 1985; Bastos & Andebrhan, 1986; Bastos et al.,
1991; Silva et al., 1992; Luz et al., 1997; Resende et al., 1997; Bastos et al.,
1998; Resende et al., 1998; Resende et al., 2000; Bastos & Albuquerque, 2006;
Oliveira & Luz, 2007).

2.5 Sintomas

A sintomatologia da vassoura-de-bruxa em mudas (Silva et al., 2002) e
em plantas adultas ja foi detalhadamente descrita por diversos autores, como
Holliday (1952), Baker & Holliday (1957), Thorold (1975), Evans (1981),
Rudgard (1989), Tovar (1991) e Bastos & Albuquerque (2006), entre outros. A
infeccdo ocorre, principalmente, nos tecidos meristematicos em crescimento,
como brotos vegetativos, almofadas florais e frutos com variacdo de sintomas e
envolvem hipertrofia e outras anormalidades (Figura 3).

Nos langamentos foliares, a hipertrofia ¢ acompanhada de brotagdo
intensa de gemas laterais, dando-lhe caracteristicas de uma vassoura. Os
lancamentos infectados sdo de didmetro maior que os sadios, com entrends

curtos e folhas geralmente grandes, curvadas e retorcidas. Inicialmente, as



vassouras sdo verdes - vassouras vegetativas (Figuras 3C) — e, posteriormente,
secam, morrem e adquirem coloracdo marrom-escura — vassouras necroticas
(Figuras 3D).

As almofadas florais infectadas transformam-se em agrupamentos de
flores anormais, hipertrofiadas, de pedicelo alongado e inchado e originam
frutos deformados, que podem exibir variedade de sintomas em fungdo do tipo
de infeccdo e da idade. A infec¢do é indireta quando ocorre por meio do
pedicelo das flores e direta, por esporos através do epicarpo.

Os frutos sdo partenocarpicos, quando originados de flores afetadas, com
aspecto de “morango”, que ndo evoluem em tamanho e dependendo da
variedade de cacau, sdo verdes ou avermelhados, tornando-se negros e
petrificados quando secos (Figura 3E). Quando os frutos sdo infectados
diretamente ainda jovens, com cerca de 1 cm de comprimento, adquirem a forma
de “cenoura” e paralisam o crescimento com, aproximadamente, 15 cm de
comprimento, antes de se tornarem negros e petrificados.

Quando a infeccdo ocorre em frutos jovens (2 a 5 cm de comprimento)
estes se tornam inchados e deformados, com amadurecimento precoce. Nos
frutos infectados tardiamente (2 a 3 meses de idade), desenvolvem-se manchas
negras, brilhantes, de formato mais ou menos circular quando maduros,
tornando-se secos e petrificados com o desenvolvimento da infeccdo. A
colonizagdo de C. perniciosa ocorre, primeiramente, nos tecidos internos do
fruto e as sementes ficam fortemente aderidas. A partir do aparecimento dos

sintomas, as sementes tornam-se inuteis para o consumo (Figuras 3G e H).



FIGURA 3. Area isenta de sintomas da vassoura-de-bruxa (VB) (C. perniciosa)
do cacaueiro (A) e 4rea severamente afetada pela enfermidade (B),
tipos de vassouras em lancamentos foliares (C, D), VB em
almofadas florais: frutos partenocarpicos (morangos) (E) e vassoura
vegetativa (F), fruto sadio (esquerda) e fruto com sintoma da VB
(direita) (G), seccdo longitudinal de fruto sadio (esquerda) e de fruto
com sintoma da VB (direita) (H).

2.6 Epidemiologia

A freqiiéncia e a duragdo das chuvas sdo fatores importantes na producio
de basidiomas. A precipitagdao anual entre 1.500 e 2.000 mm, a temperatura de
24 °C a 26 °C e a umidade relativa do ar de 80 % a 90 %, sdo condi¢des ideais
para o fungo. Precipitagdes mensais menores que 100 mm e maiores de 300 mm
reduzem a produgdo de basidiomas (Andebrhan, 1985; Costa et al., 1997).

Chuvas continuas e fortes ou periodos secos prolongados inibem a producio de

10



basidiomas (Thorold, 1975; Holliday, 1970). Os basidiomas mantém-se ativos
entre cinco a oito dias, em média, com liberacdo de milhares de esporos nas
primeiras horas do dia (Rudgard, 1987). Com a umidade relativa baixa, eles
perdem a turgidez e voltam a produzir esporos depois que a umidade se eleva
novamente até a saturacdo.

A disseminacdo de C. perniciosa € feita por basidiésporos, unicas
unidades infectivas do patdégeno, que sdo produzidos na superficie de lamelas
situadas na parte inferior do pileo dos basidiomas, em células especializadas
denominadas basidios, de onde sdo liberados ativamente (ejetados).

A principal forma de disseminacdo do patégeno € pelo ar, embora
chuvas nao deixem de exercer importante papel (Evans, 1981; Andebrhan,
1988). Os basididsporos cuja liberacio ocorre, geralmente, entre 18h00 e 6h00,
sdo disseminados pelas correntes aéreas. Para que ocorra infeccéo, é preciso que
os basidiésporos sejam depositados sobre regides meristemdticas, como gemas
vegetativas, florais e ou frutos em formacao até os trés meses de idade, onde
penetram diretamente ou através dos estdomatos. Nas gemas dormentes, a
infeccdo torna-se latente, assumindo o aspecto de pequenos cancros ou pontos
necréticos que entram em atividade quando a planta reinicia a brotacdo. Essas
infeccoes latentes tém importincia epidemiolégica, pois permitem a
sobrevivéncia do fungo entre os periodos sucessivos de crescimento
(lancamentos foliares) e de frutificagdo (safras) da planta. A quantidade de
basidiésporos no ar cai sensivelmente a distdncias superiores a 300 m da fonte
de in6culo, embora possa ocorrer alguma deposicdo de esporos e infecgdes em
plantas situadas a alguns quilometros da fonte de inoculo, quando as condig¢des
atmosféricas sao favoraveis a disseminacao (Luz et al., 1997).

Segundo Luz et al. (1997), nos tecidos infectados, ocorrem intensa
multiplicacdo (hipertrofia), que dura algumas semanas e, em seguida, morte das

células e necrose generalizada dos tecidos. Nos tecidos necrosados (frutos e
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vassouras secas), apds um periodo de dorméncia, durante o qual o micélio
saprofitico cresce e acumula energia, dd-se o aparecimento dos basidiomas ou
frutificacdes do patdgeno. Esse ciclo de basidioma a basidioma ocorre uma vez
por ano, na Amazdnia, entretanto, na Bahia, pode ocorrer até duas vezes: uma na
safra tempora (1° semestre) e outra na safra principal (2° semestre). A vassoura-
de-bruxa €, portanto, uma doenca monociclica, pois os tecidos infectados nio
produzem novos esporos capazes de iniciar novas infecgdes na mesma estagdo
(safra). Embora esporos possam ser liberados durante toda a estacdo, eles
provém de basidiomas desenvolvidos em tecidos infectados em estacdes
anteriores.

Os periodos médios de duragdo das diferentes fases do ciclo vital de C.
perniciosa foram estudados, na Bahia, por Luz et al. (1994) e sdo apresentados a
seguir:

a) periodo de incubagdo: 4 semanas;

b) periodo entre o aparecimento de vassouras verdes e o seu secamento:
7,5 semanas;

c¢) periodo de dorméncia do fungo em vassouras secas: 13 semanas, com
variacdo para mais ou para menos, em fun¢do do tamanho e da localizagdo da
vassoura;

d) periodo de atividade do fungo em vassoura seca: 22 meses;

e) periodo de atividade do fungo em fruto mumificado: 24 meses;

f) periodo de liberagdo de esporos: o ano todo (na Bahia), na
dependéncia de chuvas, com picos maiores nos meses mais frios (julho, agosto e

setembro) e menores em funcdo da época e ano (Almeida & Luz, 1995).

2.7 Manejo integrado da vassoura-de-bruxa

O manejo da doenga é feito mediante a poda fitossanitdria de todos os

tecidos infectados antes da estacdo chuvosa, porém, esta pritica é de custo
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elevado, além de trabalhosa. A aplicacdo de fungicidas ¢ um complemento a
poda fitossanitdria, pois protege os frutos contra infec¢des. No entanto, o uso de
fungicidas representa custo adicional expressivo. O controle genético é medida
de médio e longo prazo, duradoura, porém, ndo definitiva, devido a variabilidade
do fungo, que acarreta a necessidade permanente do desenvolvimento de novas
variedades resistentes. O controle bioldgico com microrganismos antagonicos,
por sua vez, também representa uma opg¢do ainda sem produtos com registro
oficial para a cultura do cacaueiro. A indugdo de resisténcia baseada na ativacao
de mecanismos de defesa latentes no cacaueiro, em resposta ao tratamento com
agentes bidticos ou abidticos, vem se tornando importante estratégia de controle
alternativo, com as vantagens do baixo custo e de constituir uma tecnologia mais

segura para o ambiente e para o ser humano.

2.8 Inducao de resisténcia

Indugdo de resisténcia é definida como o aumento da capacidade de
defesa da planta contra amplo espectro de organismos fitopatogénicos, incluindo
fungos, bactéria e viroses (Van Loon et al., 1998). A resisténcia resultante é
proporcionada por um agente indutor (bidtico ou abidtico) que aciona
mecanismos de defesa na planta, os quais se encontram na forma latente
(Hammerschmidt & Kuc, 1982). Essa ativacdo pode ser obtida pelo tratamento
com agentes bidticos, ou seja, formas avirulentas de patégenos, racas
incompativeis, em determinadas circunstancias por formas virulentas de
patégenos, extratos vegetais, extratos de fungos e outros (Stangarlin &
Pascholati, 1992), ou por ativadores quimicos, como &4cido aminobutirico
(Cohen, 1996), acido 2,6-dicloroisonicotinico e acibenzolar-S-metil (Ciba,
1995).

A resisténcia induzida (RI) ativa mecanismos de defesa representados

por barreiras bioquimicas e ou estruturais, com aumento da resisténcia geral da

13



planta (Oliveira et al., 1997). A protecdo obtida contra determinado patégeno
pode ser local ou sistémica, dependendo do intervalo de tempo entre o
tratamento inicial (indutor) e a inoculacdo do patégeno (desafiador) (Pascholati
& Leite, 1995). A sua duracio pode ser de poucos dias a algumas semanas ou,
mesmo, durar todo o ciclo de vida da planta (Misaghi, 1982; Pascholati & Leite,
1995), passando, assim, a funcionar como seu mecanismo de defesa constitutivo.

A RI foi subdividida em duas categorias, a resisténcia sistémica
adquirida, ou RSA (Sticher et al., 1997) e a resisténcia sist€émica induzida, ou
RSI (Van Loon et al., 1998). Na primeira, a resisténcia se desenvolve sist€émica
ou localizadamente, em resposta a um patdgeno que causa lesdo necrética (RH)
ou por aplicagdo exdgena de 4cido salicilico ou compostos sintéticos, como o
estér S-metil do acido benzo [1,2,3] tiadiazol-7-carbotidico (BTH) e o acido 2,6-
dicloroisonicotinico (INA). A RSA, geralmente, é efetiva contra amplo espectro
de patégenos e, geralmente, estd associada com a producdo de proteinas
relacionadas a patogénese (PRP's), muitas das quais possuem atividade
antimicrobiana e sdo excelentes marcadores moleculares para a avaliacdo da
resposta de resisténcia (Hammerschmidt & Smith-Becker, 1999). Na RSI, o
desenvolvimento sistémico da resposta de resisténcia estd relacionado a
colonizagdo de raizes por rizobactérias promotoras de crescimento em plantas,
conhecidas como PGPRs. Neste tipo de resisténcia, a molécula sinalizadora é
mediada pelo 4cido jasmdnico e o etileno, sem envolver a expressio de PR
proteinas (Van Loon et al., 1998).

Geralmente, a indug@o de resisténcia ocorre pela ativagdo de genes que
codificam uma série de PRP’s e enzimas envolvidas na sintese de fitoalexinas e
lignina (Vidhyasekaran, 1988; Van Loon et al., 1997; Moraes, 1998; Resende et
al., 2002). A deteccdo e a quantificagdo da expressdo de genes que levam a essas
substincias seriam formas de separar o efeito indutor de resisténcia do efeito

téxico direto de determinado produto. As PRP’s abrangem familias de proteinas
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com caracteristicas variadas, como quitinases, B-1,3-glucanases, lisozimas,
peroxidases, osmotinas, mas com o fato em comum de estarem todas
relacionadas aos processos de defesa durante a patogénese, apresentando, dessa
forma, potencial para serem exploradas nos programas de inducio de protecdo

em plantas (Van Loon & Van Strien, 1999)

2.8.1 Quitinases (CHI; EC 3.2.1.14)

Essas enzimas sdo monémeros com massa molecular entre 25 e 35 kDa.
As quitinases de plantas possuem atividade de lisozima, podendo hidrolisar
ligacdes B-1,4 entre 4acido N-acetilmurimico e N-acetilglucosamina no
peptideoglicano bacteriano. Certas quitinases podem agir como quitosanases,
além do fato de existirem também quitosanases especificas induzidas em plantas
em resposta a fitopatdgenos. Embora as quitinases hidrolisem eficientemente a
quitina, que € o principal componente do exoesqueleto de insetos e da parede
celular de muitos fungos, essas enzimas também tém sido encontradas em
plantas de fumo em resposta ao Tobacco mosaic virus (TMV) (Ponstein et al.,

1994).

2.8.2 p-1,3-glucanases (GLU; EC 3.2.1.6)

As PB-1,3-glucanases s@o enzimas que hidrolisam polimeros de B-1,3-
glucana, compostos que, junto com a quitina, sdo 0s principais componentes que
ddo resisténcia a parede celular dos fungos (Cornelissen & Melchers, 1993).

Na indugdo de resisténcia, quitinases e -1,3-glucanases agem de forma
conjunta. Uma pequena quantidade de B-1,3-glucanases € sintetizada e excretada
para a lamela média (espago intercelular) e, com o crescimento flingico neste
espaco, esta enzima comeca a degradar o tecido da parede celular do fungo e os

fragmentos liberados pela acdo da enzima funcionam como eliciadores,
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induzindo a sintese de grande quantidade de quitinases e B-1,3-glucanases que
sdo acumuladas nos vacuolos. A partir do momento em que o fungo consegue
penetrar na célula, os vactiolos sdo rompidos e ocorre a liberacdo de grande
quantidade destas enzimas, reprimindo a ac¢do do patégeno (Mauch & Staehelin,

1989).

2.8.3 Peroxidase (POX; EC 1.11.1.7 )

A peroxidase ndo sé oxida os compostos fendlicos como também
aumenta a sua velocidade de polimerizacdo em substancias similares a lignina,
que se depositam nas paredes e nas papilas celulares e interferem no posterior
crescimento e desenvolvimento do patégeno (Agrios, 2005).

As peroxidases representam um conjunto de dezenas de isoenzimas
capazes de catalisar a oxidacdo de vdrios substratos, como substincias
aromdticas, dcido ascérbico e compostos fendlicos, na presenca de perdxido de
hidrogénio, formando quinonas e &gua. Os produtos gerados pela acdo das
peroxidases estdo envolvidos na formacao da parede celular vegetal, suberizagcdo
e lignificacdo (Kolattukudy et al., 1992). Em plantas infectadas por patégenos,
ou em plantas induzidas, as respostas de defesa estdo também ligadas a oxidacao
de compostos fendlicos, que sdo téxicos a patdgenos (Sutic & Sinclair, 1991).
Estas enzimas estdo também envolvidas na geragdo de H,0,, que, por sua vez,
pode gerar outros radicais ativos de oxigé€nio, além de apresentar atividade

antimicrobiana direta (Peng & Kuc, 1992).

2.8.4 Oxidase de polifenois (PPO; EC 1.10.3.2)

As oxidases de polifenéis sdo também enzimas importantes na defesa de
plantas contra patégenos. Estdo envolvidas em reag¢des de oxidacao, assim como
as peroxidases, oxidando compostos como acido ascérbico e fendis, porém,

usando oxigénio (Sutic & Sinclair, 1991, Vidhyasekaran, 1997).
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A atividade da maioria das oxidases de polifendis quase sempre ¢ maior
nos tecidos infectados de variedades resistentes do que em plantas suscetiveis
infectadas ou plantas sadias nao infectadas. Uma maior atividade das oxidases
de polifendis possivelmente incrementa as concentragdes de produtos téxicos
resultantes da oxidac¢do, aumentando, portanto, o grau de resisténcia a infecgio

(Agrios, 2005).

2.8.5 Lignina soltivel

Depois da celulose, a substincia orgdnica mais abundante nas plantas é a
lignina, um polimero de grupos fenilpropandides, altamente ramificado que
apresenta fungdes primdria e secunddria. Além de proporcionar suporte
mecanico, a lignina desempenha func¢des protetoras importantes nos vegetais. A
lignificacdo bloqueia o crescimento de patdgenos e € uma resposta freqiiente a
infec¢do ou a lesdo (Taiz & Zeiger, 2004).

A lignina, juntamente com a celulose e outros polissacarideos que
ocorrem na parede celular das plantas superiores, funciona como uma barreira
fisica a penetracdo fungica (Vance et al., 1980). A lignificacdo pode impedir o
desenvolvimento do fungo nos tecidos vegetais de vdrias maneiras:
estabelecimento de barreira mecénica ao avango e crescimento do patdgeno;
modificacdo da parede celular, tornado-a mais resistente ao ataque de enzimas
hidroliticas; aumento da resisténcia das paredes a difusdo de toxinas produzidas
pelos patdgenos, impedindo que nutrientes do hospedeiro sejam utilizados pelo

invasor (Cavalcanti et al., 2005).

2.8.6 Fenois soluveis totais

Os niveis de fendis soliveis totais foram mais elevados em clones de
cacaueiro com resisténcia a C. perniciosa e podem estar contribuindo na

resposta de defesa contra o patégeno. A atividade de polifenoloxidases e de
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peroxidases foi menor nos clones resistentes. Os niveis de fendis e a atividade
das enzimas oxidativas correlacionaram-se de forma inversa, o que pode indicar
uma inibi¢do das enzimas peroxidases e polifenoloxidases pelos compostos

fendlicos (Nojosa et al., 2003).

2.9 Produtos naturais e sintéticos no controle de fitopatégenos

A flora brasileira possui grande diversidade de espécies com
propriedades quimicas e bioldgicas, que nao foram investigadas, sendo que, para
99,6% dessas plantas, estimadas entre 40 e 55 mil espécies, ndo se conhece a
composi¢do quimica (Ming, 1996).

No estudo do efeito in vitro de 6leo de Piper aduncum sobre C.
perniciosa e outros fungos fitopatogénicos, Bastos (1997) constatou 100% de
inibi¢do do crescimento micelial e da germinacdo de basidiésporos de C.
perniciosa, nas concentragdes de 50 e 100 pg mL™, respectivamente. Em campo,
os tratamentos com o6leo reduziram, significativamente, as perdas causadas por
C. perniciosa. Bastos et al. (2003), em outro experimento, in vitro, com o 6leo
essencial de Cymbopogon nardus, observaram 100 % de inibicdo da germinacdo
de basidiésporos e do crescimento micelial de C. perniciosa, nas concentragdes
de 1000 e 500 ppm, respectivamente. E, em casa de vegetagdo, os autores
observaram 100 % de protecio contra a infeccdo deste patégeno com
pulverizagdo da emulsdao do 6leo 15 e 30 minutos imediatamente apds a
inoculag¢do das mudas de cacaueiro. Andlises quimicas do éleo em cromatografia
gasosa e espectrofotometria de massa (CG-EM) revelaram a presenca de
monoterpenos oxigenados geraniol (29,5 %), citronel (22,5 %), citronelol (14,6
%), neral (6,3 %) e geranial (4,3%). Em outro trabalho com C. perniciosa, Silva
(2003) observou que os extratos metandlicos de Glechoma hederaceae e llex
brasiliensis causaram 100% de inibicdo na germinagdo de C. perniciosa, in

vitro.
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Em tomateiros inoculados com Xanthomonas campestris pv. vesicatoria,
Cavalcanti et al. (2006) observaram que plantas tratadas com extrato de
vassoura-de-lobeira (Solanum lycocarpum infectado com C. perniciosa)
apresentaram maiores niveis de lignina soliivel, em avaliagdes realizadas aos 9 e
12 dias ap6s a aplicagdo do extrato. Além disso, este mesmo extrato promoveu
menor valor da AACPL (4rea abaixo da curva de progresso da lesdo causada por
X. campestris pv. vesicatoria ), inferior apenas ao acibenzolar-S-metil (ASM) e
Ecolife® e superior a fragdes parciais de extracdo de quitosana, provenientes de
quitina de carapaca de carangueijo e de micélio de C. perniciosa (Pereira et al.,
2004). Aguilar et al. (2004) observaram, com a aplicacdo de extratos naturais,
reducdio na 4rea abaixo da curva de progresso da lesio (AACPL) no
patossistema cacaueiro e Verticillium dahliae em relacdo a testemunha
inoculada. Segundo Cavalcanti et al. (2006), o mesmo extrato de vassoura de
lobeira (S. lycocarpon infectado com C. perniciosa) também induziu aumento na
atividade de guaiacol-peroxidase (GPX) e no acimulo de lignina, no

patossistema cacaueiro e V. dahliae.

Ap6s a identificacdo, na década de 1990, do éster S-metil do &cido
benzo-(1,2,3)-tiadiazole-7 carbotidico (ASM, Bi0n®), como indutor de
resisténcia em diversas espécies vegetais, observou-se considerdvel avango nas
pesquisas com resisténcia. Desde entdo, varios produtos surgiram, alguns deles
de natureza bidtica, com capacidade de ativacdo de diversos mecanismos de
defesa na planta (Resende et al., 2006). O acibenzolar-S-metil interfere nos
processos fisioldgicos/bioquimicos das plantas, com ativagdao da resisténcia
sistémica aos agentes patogénicos. Este ingrediente ativo pertence a classe
quimica benzothiadiazole e € o primeiro representante de uma nova categoria de
produtos utilizados na protecdo de plantas, também chamados de ativadores de
plantas ou indutores de resisténcia (Knight et al., 1997). O ASM ¢€ capaz de

atender as necessidades de wuma agricultura sustentivel, com maior
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produtividade, qualidade e menor impacto econdmico e ambiental (Soares et al.,

2004).

O Agro-Mos®, produzido pela Improcrop do Brasil, é indutor sistémico
de resisténcia, totalmente natural, cujo principio ativo € um manano-
oligossacarideo fosforilado proveniente da parede celular de Saccharomyces
cerevisiae. A sua formulacdo contém um biocomplexo de cobre totalmente
disponivel para as plantas. O produto é aplicado via pulverizagdo foliar, com
duas formas de atuagdo no controle de doencas de plantas: impedir a fixagdo de
patégenos sobre os tecidos das plantas, por meio do filme formado pelo
principio ativo e promover a reacdo nao especifica a patdgenos (Fazenda

Arizona, 2008).

O Agro-Mos® é utilizado com bons resultados para diversas culturas. A
Fazenda Arizona (2008), produtora de uva e manga no estado da Bahia, utiliza o
produto com duas finalidades: impedir a entrada de patégenos e aumentar a
resisténcia de plantas. Oliveira et al. (2005) obtiveram protecdo do algodoeiro
contra a ramulose com aplicacio de Agro-Mos®, obtendo 41 % de controle da
doenca, semelhante ao efeito do Ecolife®, mas inferior a0 ASM, que controlou
82 % da enfermidade. Dantas et al. (2004) avaliaram o potencial do ASM e
Agro-Mos® na protecio de frutos de mamdo contra antracnose, podriddo de
Lasiodiplodia e podridao-de-fusarium. Os dois indutores foram eficazes no
controle dessas podriddes, entretanto, com a aplicacdo do ASM, houve aumento
na incidéncia das doengas apds quatro aplicacdes, o que nio ocorreu nos
tratamentos com Agro-Mos®.

Resultados promissores com a aplicacdo do Agro-Mos® também foram
observados nos patossistemas oidio x meloeiro (Mesquita et al., 2005) e
tangerina murcote x mancha-de-alternaria, quando esse produto foi intercalado

com fungicida (Johnston et al., 2005). Tosun (2005) demonstrou que programas
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de controle que associaram Agro-Mos 2000® e fungicidas promoveram melhor
controle de doencas, como requeima e podriddo-cinzenta, em tomateiro. A
associagdo de pulverizagdes com Agro-Mos® e Crop Set (Improcrop) também
foi eficaz, ao suprimir essas doengas na cultura do tomate. Crop Set® é um bio-
estimulante vegetal baseado em extrato, que contém saponinas associadas a
micronutrientes atuando na divisao celular, promovendo crescimento vegetativo
e auxiliando a planta a se proteger contra fatores externos de estresse. Em alguns
paises, existe a formulagdo de Agro-Mos® + Crop Set®, comercializada sob o
nome ISR-2000 (Resende et al., 2006).

Agro-Mos® aplicado semanalmente em videiras da cultivar Merlot, na
dose de 3 mL L, reduziu a incidéncia do mildio (Plasmopara viticola), cujo
efeito foi similar ao das melhores doses de produtos & base de fosfito de potdssio

(Resende et al., 2006).
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RESUMO

Atualmente, o controle da vassoura-de-bruxa exige um manejo integrado
da doenca, que abrange o controle genético, cultural, quimico e bioldgico.
Meétodos alternativos, como a busca de resisténcia induzida e de fungicidas
naturais, principalmente a base de extratos vegetais, surgem como opg¢des
promissoras, contudo, pesquisas nesse sentido ainda sdo escassas. Este trabalho
foi realizado com o objetivo de verificar o efeito de produtos naturais e
sintéticos na protecio de mudas de cacaueiro contra Crinipellis perniciosa.
Como produtos naturais, foram testados extratos vegetais a base de folhas de
café suscetivel e resistente a ferrugem e casca de fruto de cacau suscetivel e
resistente a vassoura-de-bruxa, bem como de produtos sintéticos a base de
mananoligossacarideo fosforilado (Agro-Mos®), com duas formulagdes (com e
sem Cu'" e Zn'"), comparativamente  testemunha inoculada e ao Recop®
(oxicloreto de cobre) - protetor convencional. Os extratos vegetais nao
apresentaram efeito de protecdo sobre as mudas de cacaueiro contra C.
perniciosa, entretanto, o Agro-Mos® apresentou o mesmo efeito de redugio da
incidéncia da vassoura-de-bruxa que o Recop®, independente das doses testadas.
A ineficiéncia do Agro-Mos® Experimental, possivelmente, é atribuida a
auséncia do componente cobre e zinco na formulacao.

Palavras-chave adicionais: Theobroma cacao, Crinipellis perniciosa,
extratos vegetais, controle alternativo.
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ABSTRACT

Natural and Synthetic Products on the Protectionof Cocoa Seedlings
Against Crinipellis perniciosa. Tropical Plant Pathology”.

Currently, the control of witche’s broom disease needs the adoption of
the integrated disease management, which includes the genetic, cultural,
chemical and biological methods. Alternative methods such as induced
resistance and natural fungicides, mainly produced from plant extracts, are
promising, although research on this area is sparing. The objective in the
present study was to verify the effect of natural and synthetic products on the
protection of cocoa seedlings against Crinipellis perniciosa. As natural
products, plant extract based on coffee leaves obtained from rust susceptible and
resistant coffee trees, and from the peel of cocoa fruits obtained from witch’s
broom susceptible and resistant cocoa trees were tested. Synthetic products were
based on phosphorilated mananoligosacharide (Agro-Mos®) with two
formulations (with and without Cu** and Zn**) and Recop® (copper oxichoride),
a conventional protective fungicide were also tested. The treatments were
compared with an inoculated-only control treatment. The plant extracts were not
efficient on the protection of cocoa seedlings against C. perniciosa, however the
Agro-Mos® treatment showed the same effect on the reduction of whiche’s
broom disease incidence as observed for the treatment with Recop®, in all tested
doses. The inefficiency of the Experimental Agro-Mos® is likely to be due to
the absence of a copper component in the formulation.

Additional keywords: Theobroma cacao, Crinipellis perniciosa, plant
extracts, alternative control.
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INTRODUCAO

A vassoura-de-bruxa é a principal doenca do cacaueiro no Brasil,
causando perdas de até 90% da producgdo. Esta doenga é causada pelo agente
etiologico  Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer, fungo que ataca,
principalmente, os tecidos meristemdticos em crescimento, com sintomas
caracteristicos de desequilibrio hormonal na interacdo patégeno-hospedeiro
(Bastos,1990).

As medidas recomendadas para o controle da vassoura-de-bruxa estdao
inseridas no manejo integrado da doenca, adotando-se métodos de controle
genético, cultural, quimico e bioldgico. Métodos alternativos mais recentes
incluem a resisténcia induzida e a busca de fungicidas naturais, principalmente a
base de extratos vegetais.

O Agro-Mos® é um mananoligossacarideo fosforilado derivado da
parede da levedura Saccharomyces cerevisae 1026 (Hansen) Improcrop Brasil,
Curitiba, PR, e apresenta eficiéncia no controle de doengas de outras fruteiras,
como mamoeiro (Dantas et al., 2004), goiabeira (Soares Pessoa et al., 2007) e
videira (Rosa et al., 2007; Gomes et al., 2007). Extratos aquosos de folhas de
café suscetivel e resistente a Hemileia vastatrix Berk et Br. sido ricos em
compostos eliciadores, como componentes da parede celular da planta ou do
patégeno e também demonstraram boa performance em experimentos realizados
com H. vastatrix, Cercospora coffeicola e Phoma tarda em cafeeiro (Amaral,
2005; Santos et al., 2007). Da mesma forma, acredita-se que cascas de frutos de
cacaueiro, material disponivel e abundante nas regides de cultivo, poderiam ser
aproveitadas como possiveis fontes de protecdo contra a vassoura-de-bruxa.

Pesquisas para a selecdo de produtos sintéticos e naturais para a protecdao

do cacaueiro contra a vassoura-de-bruxa ainda sdo escassos, mas promissores,
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despertando a necessidade da busca de novos produtos (Bastos, 1997; Bastos et
al., 2003; Silva, 2003).

Objetivou-se, com a realizacdo deste trabalho, verificar o efeito de
extratos vegetais a base de folhas de cafeeiro suscetivel e resistente a ferrugem e
de casca de fruto de cacau suscetivel e resistente a vassoura-de-bruxa, bem como
de produtos a base de mananoligossacarideo fosforilado (Agro-Mos®), em duas
formulagdes (com e sem Cu™" e Zn™"), na prote¢do de mudas de cacaueiro contra
Crinipellis perniciosa.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condicoes de crescimento em casa-de-vegetacao

Sementes de cacau da cultivar Catongo, provenientes do Centro de
Pesquisas do Cacau e da Estagdo Experimental Filogdnio Peixoto
(CEPLAC/MAPA), foram distribuidas em bandejas de isopor com 72 células
contendo o substrato Plantmax® Hortalicas (HT). As mudas produzidas foram
adubadas semanalmente, com adubo foliar Yogen® (10 g L) intercalado com
Dacafé Sul de Minas® (10 mL L") e mantidas em casa de vegetacdo do
Departamento de Fitopatologia (DFP) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), com temperatura de 25%3 °C e umidade relativa do ar em torno de 90

%, controladas por meio de um sistema automatizado de nebulizagao.
Producio do indculo de C. perniciosa e inoculacdo das mudas de cacaueiro

O in6culo foi obtido no Laboratério de Fitopatologia Molecular da
CEPLAC, Ilhéus, BA, a partir de ramos infectados (vassouras secas) coletados
no biénio 2005-2006. Para a producdo dos basidiomas, essas vassouras foram
mantidas em camara, sob regime de nebulizagdo periddica, denominada de

vassoureiro. A partir dos basidiomas produzidos, foram coletados os

35



basidioésporos em solu¢do de glicerol 16 %, conforme Frias et al. (1995) e
armazenados em nitrogénio liquido, para uso posterior. As inoculagdes foram
realizadas sete dias apés a pulverizagdo dos tratamentos, executadas ao final da
tarde, com a deposi¢do de uma gota da suspensdo de basididsporos na
concentracio de 1x10° basidiésporos vidveis mL"' no meristema apical de cada
muda com 30 dias de idade. Durante vinte e quatro horas apds o processo de
inocula¢do, a umidade relativa do ar foi mantida préximo a 100 %, para
favorecer penetragdo fingica, mantendo-se goticulas de dgua livre no dpice de
cada muda. A percentagem de germinacdo (viabilidade) dos basididsporos foi
quantificada antes e depois da inoculacdo, em laminas escavadas com trés
cavidades. Para tal, ldminas contendo a suspensdo de basididsporos foram
mantidas em camara dmida, por 24 horas. Apds este periodo, foram adicionados
30 pL do corante azul de lactofenol em cada cavidade e, posteriormente, foi
determinada a percentagem de esporos germinados com amostras de 200
basididsporos por cavidade (contagem realizada na linha do didmetro da
cavidade, marcada com caneta na parte posterior da lamina). Foram utilizadas na

inoculacdo suspensdes de esporos com viabilidade superior a 80%.

Avaliacio de doenca

A avaliagao da incidéncia de vassoura-de-bruxa nas mudas de cacaueiros
foi realizada aos 60 dias apds a inoculacio com C. perniciosa, com a

percentagem de mudas doentes calculada para cada tratamento.

Delineamento experimental e analises estatisticas

Os experimentos foram instalados em delineamento de blocos
casualizados, com quatro repeticdes e doze plantas por parcela, totalizando 48

plantas por tratamento. Para o primeiro experimento, efeito de extratos vegetais
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na protecdo de mudas de cacaueiro cv. Catongo contra C. perniciosa, os dados
foram submetidos a andlise de varidncia e as média comparadas pelo teste de
Tukey (P<0,05). No segundo experimento, efeito de produtos sintéticos na
protecao de mudas de cacaueiro cv. Catongo contra C. perniciosa, foi utilizado
esquema fatorial (3 produtos x 3 doses + 2 adicionais: acibenzolar-S-metil
(ASM) e testemunha inoculada sem tratamento). Os dados coletados foram
submetidos a analise de variancia e testes de médias, utilizando-se os testes de

Tukey e de Dunnett (P<0,05).

Experimento 1. Efeito de extratos vegetais na protecao de mudas de

cacaueiro cv. Catongo contra C. perniciosa

Os extratos vegetais foram processados no Laboratério de Fisiologia do
Parasitismo, no DFP/UFLA. Para isso, 100 g (massa seca) de tecido vegetal
moido foram adicionados a um litro de 4gua destilada (10 % p/v). O processo de
extragcdo ocorreu pelo aquecimento do material na temperatura de ebulicdo da
dgua, por duas horas, em condensador de refluxo. Logo apds, a mistura foi
filtrada a vdcuo e armazenada em congelador, a -20 °C.

Folhas de cafeeiro suscetivel e resistente a ferrugem (Hemileia vastatrix
Berk et Br.), sdo ricos em compostos eliciadores, alguns deles certamente
derivados da parede celular da planta ou do fungo. Formulacdo a base de
extratos de folhas de café foi objeto de pedido de patente por parte do grupo de
pesquisa em interacdo planta-patégeno da UFLA (INPI, Privilégio de Inovacio
PI 0603575-2, FORMULACAO PARA INDUCAO DE RESISTENCIA. 02 de
agosto de 2006). Além disso, incluiram-se no experimento extratos aquosos de
casca de fruto de cacau suscetivel e resistente a vassoura-de-bruxa.

Neste experimento, foram utilizados os seguintes tratamentos: extrato

aquoso de casca de fruto de cacau resistente (EACFCR) a 10 %; extrato aquoso
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de casca de fruto de cacau suscetivel (EACFCS) a 10 %; extrato aquoso de folha
de café resistente (EAFCR) a 10 %; extrato aquoso de folha de café suscetivel
(EAFCS) a 10 %; testemunha inoculada (mudas ndo pulverizadas com os
tratamentos e inoculadas com C. perniciosa); testemunha absoluta (mudas ndo
pulverizadas com indutor e ndo inoculadas), Recop® (produto a base de
oxicloreto de cobre, registrado no MAPA sob nimero 01308704) a 0,3 g L'e
acibenzolar-S-metil (ASM) (Bion® 500WG), produzido pela empresa Syngenta,
registro no MAPA nidmero 05801, como ativador de plantas, na dose de 0,2 g
L. Duzentos e cingiienta mililitros de cada produto foram aplicados, via
pulverizagdo foliar, nas 12 mudas de cacaueiros (4 repeti¢des), 7 e 15 dias antes

da inoculagdo, até o ponto de escorrimento.

Experimento 2. Efeito de produtos sintéticos na protecio de mudas de

cacaueiro cv. Catongo contra C. perniciosa

Mudas de cacaueiro foram tratadas com Agro-Mos® (produto comercial
a base de um manano-oligossacarideo fosforilado proveniente da parede celular
de Saccharomyces cerevisiae, registrado no MAPA, sob nimero PR 08869
10003-9, como fertilizante foliar), utilizado em duas formulagdes, cedidas pela
Improcrop do Brasil Ltda,: 1) produto comercial Agro-Mos®, nas doses de 2,5
mL L' 50 mL L' e 10,0 mL L 2) Agro—M0s® Experimental, produto
especialmente formulado sem os elementos Cu™ e Zn*™, nas doses de 2,5 mL
L"';50mLL" ede 10,0 mL L'; 3) Recop®, nas doses de 0,15 gL";0,3gL" e
0,6 ¢g L"; 4) testemunha inoculada (TI) com C. perniciosa e ndo pulverizada com
os produtos; 5) testemunha absoluta (sem inoculagdo e sem pulverizacio) e 6)

ASM, na dose de 0,2 g L. Duzentos e cinqgiienta mililitros de cada produto
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foram aplicados, via pulverizacdo foliar, nas 12 mudas de cacaueiros (4

repeti¢des), 7 e 15 dias antes da inoculagdo, até o ponto de escorrimento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1. Efeito de extratos vegetais na protecao de mudas de

cacaueiro contra C. perniciosa

Os extratos vegetais e o ASM ndo apresentaram efeito de protecdo nas
mudas de cacaueiro contra C. perniciosa, em relacdo a testemunha inoculada,
mas foi observada diferenca significativa entre estes e o Recop®, considerado
como padrdo de protecdo (Figura 1). Este produto é um fungicida bactericida
ciprico com amplo espectro de acdo, registrado para o controle de vdrias
doengas, inclusive para a vassoura-de-bruxa do cacaueiro. Fungicidas deste tipo
atuam na formacdo de uma barreira toxica capaz de inibir a germinagdo dos
esporos e a penetracdo de fungos no tecido foliar. O cobre possui vérios sitios de
acdo nas células do fungo, atuando em vérias etapas do seu metabolismo (Souza

& Dutra, 2003).
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FIG. 1 - Incidéncia da vassoura-de-bruxa em mudas de cacaueiro, aos 60 dias
apos inoculacdo com C. perniciosa, em fungdo dos tratamentos: T (testemunha
inoculada - mudas ndo pulverizadas com os tratamentos e inoculadas com C.
perniciosa), Recop® a 0,3 g L', EACFCR (extrato aquoso de casca de fruto de
cacau resistente) a 10 %, EACFCS (extrato aquoso de casca de fruto de cacau
suscetivel) a 10 %, EAFCR (extrato aquoso de folha de café resistente) a 10 %,
EAFCS (extrato aquoso de folha de café suscetivel) a 10% e ASM (Acibenzolar-
S-metil) 0,2 g L'. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05). As barras verticais
representam o desvio padrdo das médias.

A auséncia de efeito protetor dos extratos vegetais testados em cacaueiro
contradiz resultados de pesquisas obtidos em outros patossistemas no cafeeiro
(Amaral, 2005; Santos et al., 2007; Costa et al., 2007). Extrato aquosos de folhas
de café proporcionou protecio contra Cercospora coffeicola com redugdo de 37
% na é4rea abaixo da curva de progresso da doenca, quando comparada a
testemunha inoculada (Amaral, 2005). Este mesmo extrato reduziu a infec¢do
causada por H. vastatrix em mais de 77 % (Costa et al., 2007). Enquanto, o
extrato aquoso de folha de café com ferrugem reduziu a incidéncia da ferrugem,

da cercosporiose € da mancha de Phoma, em relagdo aos percentuais de doenca
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observados nas testemunhas pulverizadas com 4gua e Vica-café (Santos et al.,
2007).

Extratos vegetais obtidos a partir de tecidos de cafeeiro, testados em
comparacao com ASM, ndo apresentaram efeito de protecdo contra vassoura-de-
bruxa em cacaueiro, provavelmente em decorréncia da alta pressdo de indculo.
Contudo, extratos provenientes de vassoura-de-lobeira (Solanum lycocarpum)
proporcionaram protecdo semelhante ao tratamento padrdo com ASM (Resende
et al., 2007). Por outro lado, foi constatada ineficiéncia do ASM no controle da
murcha-de-curtobacterium (Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens),
em feijoeiro comum (Soares et al., 2004).

Extratos de folhas de cafeeiro tém sido eficazes contra doencas do
proprio cafeeiro, revelando que a diferenca entre estas respostas e o presente
trabalho, possivelmente, encontra-se na especificidade dos patossistemas
testados. A eficdcia de alguns eliciadores pode ser afetada pela espécie ou até
mesmo gendtipo da planta, pois hd muitos casos em que o eliciador é mais

efetivo em algumas espécies do que em outras (Lyon, 2007).

Experimento 2. Efeito de produtos sintéticos na protecio de mudas de

cacaueiro contra C. perniciosa

Os produtos e as suas respectivas doses ndo apresentaram interacao,
entretanto, observou-se efeito isolado para os produtos testados (Figura 2). O
Agro-Mos® e o Recop® ndo diferiram estatisticamente entre si, com médias de
11,81 % e 2,08 % de incidéncia, respectivamente, sendo mais eficientes do que o
Agro-Mos® Experimental (73,99 %) na protecio de mudas de cacaueiro contra
C. perniciosa. A diferenca de resposta entre as duas formula¢des de Agro-Mos®
pode ser atribuida a presenca dos sulfatos de cobre e zinco na composicdo do

Agro-Mos® e 4 sua auséncia no produto experimental.
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FIG. 2 - Incidéncia da vassoura-de-bruxa em mudas de cacaueiro, aos 60 dias
apos inoculagdo com C. perniciosa, em funcao dos tratamentos. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey
(P<0,05). As barras verticais representam o desvio padrido das médias.

O Cu™ estd envolvido nos processos de fotossintese, respiragéo,
regulacdo hormonal, fixagdo do nitrogénio e no metabolismo de compostos
secunddrios (Malavolta et al., 2006). O nutriente pode ainda atuar como co-fator
na sintese de enzimas, inclusive aquelas ligadas a patogénese, com evidéncia da
atuacdo destas substincias no processo de defesa das plantas (Marschner, 1995).

O Zn™, por sua vez, estd envolvido nos processos de fotossintese,
respiracdo, sinteses (proteinas, amido) e controle hormonal (Malavolta et al.,
2006). Em muitas enzimas, como anidrase carbdnica, dismutase de superdxido,
juntamente com o cobre e dehidrogenase de élcool, o zinco é exigido no sitio
ativo (Fradsto da Silva & Williams, 1991). Superéxido dismutases (SOD’s) sdo
consideradas importantes agentes antioxidantes e sdo enzimas catalisadoras da
dismutagdo do O, e HO," a H,O, e podem estar ligadas a um metal (Cu/Zn, Mn
e Fe). As plantas, normalmente, t¢ém Cu/Zn-SOD no citosol, Cu/Zn e ou Fe-SOD

no cloroplasto e Mn-SOD na mitocondria. Espécies ativas de oxigénio, incluindo
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0O,, H,O, e OH, podem afetar potencialmente muitos processos celulares
envolvidos nas interacdes planta/patégeno (Baker & Orlandi, 1995).

O Agro-Mos® e o Recop® apresentaram o mesmo efeito de reducdo da
incidéncia da vassoura-de-bruxa em mudas de cacaueiro, independente das doses
testadas (Figura 2).

Em relacdo a testemunha inoculada com C. perniciosa e ao ASM, o
Agro-Mos® e o Recop® apresentaram média de incidéncia da doenca
significativamente inferior (P<0,05), em todas as doses testadas, confirmando o
seu efeito de protecao (Tabela 1).

Pesquisas realizadas com outras fruteiras apresentaram respostas de
protecio do Agro-Mos® contra doencas. O Agro-Mos® associado ao Crop Set®
reduziu a severidade do mildio da videira em 37,46 %, 35,97 % e 18,57 %, nas
dreas estudadas de Sdo Vicente Férrer (PE), Natuba (PB) e Macaparana (PE),
respectivamente (Rosa et al., 2007). O tratamento com Agro-Mos® também foi
eficiente no controle da antracnose do mamoeiro, com reducgdes de cerca de 70%
na incidéncia da doenga com niveis mais elevados nos tratamentos pds-colheita
(Dantas et al., 2004). Resultados semelhantes foram obtidos no patossistema
goiaba x Colletotrichum gloesporioides, tendo sido verificada menor severidade
da antracnose nos frutos tratados com Agro—Mos® (Soares Pessoa et al., 2007).
O fungo Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen, do qual o produto
Agro-Mos® é derivado, também apresentou bom desempenho no campo para o

controle de antracnose e da mancha-foliar em sorgo (Piccinin et al., 2005).
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TABELA 1 - Efeito do Agro-Mos®, Agro-Mos® Experimental, Recop® e ASM e
dose na incidéncia da vassoura-de-bruxa em mudas de cacaueiro cv. Catongo,
aos 60 dias apds inoculagdo com C. perniciosa.

Incidéncia da

Produtos Doses doencga T.e stemunha
inoculada
: (%)
Agro-Mos® 25mL L 14,6°
Agro—Mos® 50mLL" 18,8"
Agro—Mos® 10,0 mL L™ 2.1
Agro-Mos® Experimental 2,5mLL" 64,6™
Agro-Mos® Experimental 50mLL" 79,2™ 70,8
Agro-Mos® Experimental 10,0 mL L 78,2™
Recop® 0,15¢ L' 6,3*
Recop® 03gL" 0,0:*
Recop® 0,6 g L' 0,0°
Incidéncia da
Produtos Doses doencga ASM (0,2 g LY
(%)
Agro—Mos® 25mLL" 14,67
Agro-Mos® 50mLL" 18,8
Agro-Mos® 10,0 mL L™ 2,1°
Agro-Mos® Experimental 2,5mLL" 64,6™
Agro-Mos® Experimental 50mLL" 79,2™ 87,5
Agro-Mos® Experimental 10,0 mL L™ 78,2"
Recop” 0,15gL" 6.3
Recop® 03¢g L' 0,0f
Recop® 0,6 g L' 0,0"
e = Significativo, pelo teste de Dunnett (P<0,05); ™ = néo significativo.

Com base nos resultados obtidos e nas condi¢cdes experimentais

. . ® ® -
adotadas, pode-se inferir que o Agro-Mos™ e o Recop ', independente da dose
utilizada, apresentaram efeito protetor nas mudas de cacaueiro contra C.

perniciosa.
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CAPITULO 3

Inducao de Resisténcia em Mudas de Cacaueiro Contra Crinipellis
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RESUMO

A protecdo do cacaueiro com o uso de produtos de natureza bidtica ou
abidtica visando a inducdo de resisténcia € uma estratégia importante, que pode
ampliar a eficiéncia de controle da vassoura-de-bruxa. Objetivou-se, com a
realizacdo deste trabalho, investigar o efeito de doses e épocas de aplicacdo de
um produto a base de mananoligossacarideo fosforilado (Agro-Mos®) sobre a
protecdo de mudas de cacaueiro contra C. perniciosa, bem como a sua toxidez
direta sobre o patdgeno e caracterizar alguns mecanismos bioquimicos
envolvidos na resposta de defesa da planta. Verificou-se que o Agro-Mos®”
conferiu maior protecdo as mudas de cacaueiro contra a vassoura-de-bruxa em
relacio ao ASM. O crescimento micelial de C. perniciosa in vitro foi
completamente inibido pelo Agro-Mos® e o Recop® (oxicloreto de cobre), nos
intervalos de 3,6 a 7,0 mL L de solucio e 0,1 20,2 g L', respectivamente. Em
plantas tratadas com ASM, Agro-Mos® e Agro-Mos® Experimental (sem Cu** e
7Zn'™), observou-se aumento da atividade de quitinases, PB-1,3-glucanases,
peroxidases de guaiacol e oxidases de polifendis, sem alteracdo do contetido de
lignina solivel e fendis soliveis. A redugdo da incidéncia da doenca provocada
pelo Agro-Mos®, associada com o seu efeito téxico in vitro e com a ativagio de
algumas enzimas relacionadas as respostas de defesa da planta, sugere que o
Agro-Mos® possui efeito de protecdo e indugdo de resisténcia contra vassoura-
de-bruxa em mudas de cacaueiro.

Palavras-chave adicionais: indugdo de resisténcia, Theobroma cacao,
Crinipellis perniciosa, Agro-Mos®.
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ABSTRACT
Induction of resistance in seedlings of cacao against Crinipellis perniciosa by
a phosphorilated mannanoligosacharide based product.

Protecting cacao crop by using products of biotic and abiotic source,
seeking plant resistance induction is an important strategy, which can broaden
the effectiveness of cacao witches’ broom control. The objective of this work
was to investigate the effect of doses and times of application of a
mannanoligosacharide based product (Agro-Mos®) on cacao seedlings protection
against C. perniciosa, as well as its direct toxicity to the pathogen and to
characterize some biochemical mechanisms involved in plant defense response.
It was found that Agro-Mos® conferred greater protection for cacao seedlings
against witches’ broom in relation to ASM. The in vitro mycelial growth of C.
perniciosa was completely inhibited by Agro-Mos® and Recop® (copper
oxichoride) at intervals of 3.6 to 7.0 mL L solution, and 0.1 to 0.2 g L',
respectively. There was increased activity of chitinases, [-1,3-glucanases,
guaiacol peroxidases, polyphenol oxidases, without changes at the content of
soluble lignin and total soluble phenolics in plants treated with ASM, Agro-
Mos® or Experimental Agro-Mos®. The disease incidence reduction caused by
Agro—Mos®, associated with its in vitro toxic effect and the activation of some
enzymes related to plant defense response, shows that Agro-Mos®, possibly, is
working on the pathogen through a direct effect and is also activating plant
defense mechanisms.

Additional keywords: induction of resistance, Theobroma cacao,
Crinipellis perniciosa, Agro-Mos®.
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INTRODUCAO

A vassoura-de-bruxa do cacaueiro (Theobroma cacao L.), causada pelo
fungo Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer, € um dos principais problemas
fitossanitdrios da cacauicultura mundial. Na Bahia, regido responsavel por 70%
da producgdo nacional de cacau, esta doenca € o principal fator do declinio na

producdo.

Esse patdgeno infecta os tecidos meristemdticos em desenvolvimento:
brotos vegetativos, almofadas florais e frutos, provocando sintomas
caracteristicos da doenca com hipertrofia dos tecidos infectados e tornando os
frutos imprestdveis para o consumo. FEle foi o responsdvel por um desastre
socio-econdmico, evidenciado pelo fechamento de fazendas de cacau, queda
vertiginosa do preco das terras, faléncia geral do comércio e derrubada dos

remanescentes da Mata Atlantica.

Apesar da existéncia de vdrias medidas para o manejo integrado dessa
doenga, esforcos sdo necessdrios visando a busca de novos métodos para ampliar
a eficiéncia de controle da vassoura-de-bruxa. Neste contexto, a prote¢do das
plantas com o uso de produtos naturais a base de extratos vegetais, bem como a
indugdo de resisténcia com produtos de natureza bidtica ou abidtica, € uma
estratégia importante que pode apresentar maior eficicia, estabilidade e menor
impacto ao ambiente. Também € capaz de propiciar melhora na produtividade
agricola, com a reducdo de perdas e, at¢é mesmo, de incrementos no

desenvolvimento vegetativo (Resende et al., 2006).

A resisténcia induzida (RI) em plantas pode ser ativada por uma série de
substancias, evitando ou atrasando a entrada ou a subseqiiente atividade do
patégeno em seus tecidos, por meio de mecanismos de defesa préprios (Athayde

Sobrinho et al., 2005; Nojosa et al., 2005). Vdrios agentes podem induzir a
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producdo de “sinais” no tecido vegetal, disparando reagdes para prote¢do contra
fitopatégenos. A percepcao do sinal se d4 quando moléculas do agente indutor
se ligam a moléculas receptoras situadas, provavelmente, na membrana
plasmatica da célula vegetal. Essas reacdes desencadeiam a ativagdo de varios

mecanismos de defesa (Resende et al., 2002 a, b).

A indugdo de resisténcia ocorre pela ativagdo de genes que codificam
uma série de PRP’s e enzimas envolvidas na sintese de fitoalexinas e lignina
(Vidhyasekaran, 1988; Van Loon, 1997; Moraes, 1998; Resende et al., 2002a).
A deteccio e a quantificacdo da expressdo de genes que levam a essas
substancias seriam formas de separar o efeito indutor de resisténcia do efeito
téxico direto de determinado produto sobre o patégeno. As PRP’s incluem
familias de proteinas com caracteristicas variadas, como quitinases, B-1,3-
glucanases, lisozimas, peroxidases e osmotinas, dentre outras, mas, com o fato
em comum de estarem todas relacionadas aos processos de defesa durante a
patogénese, apresentando, dessa forma, potencial para serem exploradas na

inducdo de protecdo em plantas (Van Loon & Van Strien, 1999).

Avangos nas pesquisas envolvendo RI em plantas vém sendo
acompanhados pelo surgimento de novos produtos comerciais (Resende et al.,
2006). O produto Agro-Mos®, constituido 4 base de um mananoligossacarideo
fosforilado proveniente da parede celular de Saccharomyces cerevisiae 1026
(Hansen), estd registrado no MAPA como fertilizante foliar. Entretanto, tem sido
amplamente pesquisado na protecdo da videira contra o mildio (Plasmopara
viticola (Berk. & Curt.) Curt. & de Toni.) e oidio (Uncinula necator (Schwein.)
Burrill) (Gomes et al.,, 2007; Resende et al., 2006; Rosa et al., 2007) da
goiabeira contra antracnose [Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. &
Sacc.], em poés-colheita (Soares Pessoa et al., 2007) e como indutor de

resisténcia. Ja foi demonstrada esua ficiéncia no controle da antracnose do
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mamoeiro causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. &
Sacc., proporcionando reducdes na incidéncia da doenca em torno de 70%, com
niveis mais elevados nos tratamentos pés-colheita, coincidindo com o aumento

da atividade da B-1,3-glucanases (Dantas et al., 2004).

No presente trabalho foi investigado o efeito de doses e de épocas de
aplicagdo de um produto a base de mananoligossacarideo fosforilado sobre a
protecao de mudas de cacaueiro contra C. perniciosa, bem como a toxidez direta
deste produto sobre o patégeno e a caracterizacdo de mecanismos bioquimicos
envolvidos na resposta de defesa com base na atividade das enzimas peroxidases
de guaicol, oxidases de polifendis, quitinases, B-1,3-glucanases, além da lignina

soluvel e fendis soluveis totais.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal e condicoes de crescimento em casa de vegetacao

Sementes de cacau da cultivar Catongo, provenientes do Centro de
Pesquisas do Cacau e da Estacdo Experimental Filogdnio Peixoto
(CEPLAC/MAPA), foram distribuidas em bandejas de isopor com 72 células
contendo o substrato Plantmax® Hortalicas (HT). As mudas produzidas foram
adubadas semanalmente com adubo foliar Yogen® (10 g L™), intercalado com
Dacafé Sul de Minas® (10 mL L") e mantidas em casa de vegetacdo do
Departamento de Fitopatologia (DFP) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), com temperatura de 25%3 °C e umidade relativa do ar em torno de 90

%, controladas por meio de um sistema automatizado de nebulizagao.
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Producao do inéculo de C. perniciosa e inoculacao das mudas de cacaueiro

O in6culo foi obtido no Laboratério de Fitopatologia Molecular da
CEPLAC, Ilhéus, BA, a partir de ramos infectados (vassouras secas) coletadas
no biénio 2005-2006. Para a producdo dos basidiomas, essas vassouras foram
mantidas em cdmara sob regime de nebulizagdo periddica, denominada de
vassoureiro. A partir dos basidiomas produzidos foram coletados os
basidioésporos em solu¢do de glicerol 16 %, conforme Frias et al. (1995) e
armazenados em nitrogénio liquido, para uso posterior. As inoculacdes foram
realizadas sete dias apés a pulverizacgdo dos tratamentos, executadas ao final da
tarde, com a deposi¢do de uma gota da suspensdo de basididsporos na
concentracio de 1x10° basidiésporos vidveis mL"' no meristema apical de cada
muda com 30 dias de idade. Durante 24 horas apds o processo de inoculacio, a
umidade relativa do ar foi mantida préxima a 100 %, para favorecer a penetracao
fingica, mantendo-se goticulas de &4gua livre no 4pice de cada muda. A
percentagem de germinagdo (viabilidade) dos basidiésporos foi quantificada
antes e depois da inoculag¢do, em laminas escavadas com trés cavidades. Para tal,
laminas contendo a suspensdo de basididsporos foram mantidas em camara
umida por 24 horas. Apoés este periodo, foram adicionados 30 pL do corante azul
de lactofenol em cada cavidade e, posteriormente, foi determinada a
percentagem de esporos germinados, com amostras de 200 basididsporos por
cavidade (contagem realizada na linha do didmetro da cavidade, marcada com
caneta na parte posterior da lamina). Foram utilizadas, na inoculacdo,

suspensdes de esporos com viabilidade superior a 80 %.
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Experimentos realizados

Experimento 1. Protecao de mudas de cacaueiro contra C. perniciosa por

mananoligossacarideo fosforilado em funcao de doses e épocas de aplicacao

Neste experimento foi utilizado o produto comercial Agro-Mos®, a base
de um mananoligossacarideo fosforilado proveniente da parede celular de
Saccharomyces cerevisiae e de um biocomplexo de cobre e zinco, produzido
pela empresa Improcrop® do Brasil Ltda, registrado no MAPA sob nimero PR
08869 10003-9 como fertilizante foliar.

Os tratamentos testados foram: 1) Agro—M0s®, nas doses de 2,5; 5,0 e
10,0 mL L'; 2) acibenzolar-S-metil (ASM) (Bion® 500WG@G), produzido pela
empresa Syngenta, registro no MAPA nidmero 05801 como ativador de plantas,
nas doses de 0,1;0,2e 0,4 g L 3) testemunha inoculada com C. perniciosa e 4)
testemunha absoluta ( plantas pulverizadas somente com dgua) .

Duzentos e cinqiienta mililitros de cada produto foram aplicados, via
pulverizagdo foliar, nas 12 mudas de cacaueiros (4 repeti¢des), 7 e 15 dias antes

da inoculagdo, até o ponto de escorrimento.

Avaliacao de doenca

Foi realizada avaliacdo da incidéncia de vassoura-de-bruxa nas mudas
aos 60 dias apds as inoculages. A percentagem de mudas doentes foi, entdo,

calculada para cada tratamento.

Delineamento experimental e analises estatisticas

O experimento foi conduzido no delineamento de blocos casualizados,
com 4 repeticdes, sendo utilizadas 12 plantas por parcela, totalizando 48 plantas

por tratamento, em esquema fatorial (2 produtos x 3 doses x 2 épocas + 2
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adicionais: testemunha inoculada com 7 dias e testemunha inoculada com 15
dias). Os dados coletados foram submetidos a andlise de variancia e as médias

comparadas pelos testes de Tukey e Dunnett (P<0,05).

Experimento 2. Toxidez direta de produtos contendo mananoligossacarideo

fosforilado com e sem cobre e zinco sobre C. perniciosa

Utilizaram-se os produtos: 1) produto comercial Agro-Mos® e 2) Agro-
Mos® Experimental, produto especialmente formulado sem os elementos Cu*™* e
Zn"", cedidos pelo préprio fabricante.

O teste de crescimento micelial foi conduzido em placa de Petri de 90
mm de didmetro, contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), ao qual
foram adicionados os seguintes tratamentos: 1) Agro-Mos®, nas doses de O;
0,8906; 1,7813; 3,5625; 7,1250; 14,2500; 28,5000 e 57,0000 mL L™ de produto
(doses equivalentes a 0; 26,7; 53.4; 106,8; 213,6; 427,2; 854,4; 1708,8 ppm de
Cu™, respectivamente); 2) Agro—Mos® Experimental nas doses de: 0; 0,8906;
1,7813; 3,5625; 7,1250; 14,2500; 28,5000 e 57,0000 mL L' de produto; 3)
Recop® nas doses de 0; 0,0554; 0,1107; 0,2214; 0,4429; 0,8857; 1,7714 e 3,5429
g L' (doses equivalentes a 0; 26,7; 53.,4; 106,8; 213,6; 427,2; 854,4; 1708,8 ppm
de Cu™, respectivamente); 4) ASM nas doses de: 0; 0,0010; 0,0100; 0,0500;
0,1000; 0,5000; 1,0000 e 2,0000 g L' (doses equivalentes a 0, 1, 10, 50, 100,
500, 1000 e 2000 ppm, respectivamente) e 5) Testemunha absoluta, representada
pelo meio de cultura puro, sem aplicacdo de produto.

Foram depositados, no centro de cada placa, discos de 6 mm do micélio
do fungo C. perniciosa, retirados da margem da col6nia em crescimento. As
placas foram mantidas a 25+ 1 °C, sob fotoperiodo de 12 horas. O crescimento
do diadmetro micelial correspondente a média de duas medidas diametralmente

opostas da colonia fungica foi medido a cada 2 dias, até que a coldnia crescida
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na testemunha absoluta ocupasse toda a placa, para o cédlculo do indice de

crescimento micelial (ICM), adaptado da férmula proposta por Maguire (1962):

C.G G , sendo:

ICM=—+—=+.-.+ =

1 2 n

Cy, G, e C, = diametro da coldnia (mm) do crescimento micelial do fungo, na
primeira, segunda e dltima avaliacdo (C,);
Nj, N; e N,, = ndmero de dias apds a inoculagdo.

Além disso, foram calculadas:

a) porcentagem de inibicdo do crescimento micelial por meio da

férmula:

crescim. test. - crescim. trat.
( ) x100;

% inibic¢ao = -

crescim. test.

b) concentragdo minima inibitéria (CMI), que € o intervalo entre
concentracdes do produto testado, capaz de inibir totalmente o crescimento
micelial do fungo;

c) DLsg, que € a concentracio de ingredientes ativo capaz de inibir 50%

do crescimento micelial.

Delineamento experimental e analises estatisticas

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado,
com 5 tratamentos e 8 repeti¢des, sendo cada repeticao constituida de uma placa.

Os dados coletados foram submetidos a analise de varidncia e analise de

regressao.
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Experimento 3. Caracterizacido dos mecanismos bioquimicos envolvidos na
resposta de defesa de mudas de cacaueiros tratadas com Agro-Mos®, Agro-

Mos® Experimental e ASM

Neste experimento, foram avaliadas as atividades das enzimas
peroxidases de guaicol (POX; EC 1.11.1.7), oxidases de polifenéis (PPO; EC
1.10.3.2), quitinases (CHI; EC 3.2.1.14), B-1,3-glucanases (GLU; EC 3.2.1.6),
proteinas totais, lignina solivel e fendis soldveis totais nos seguintes
tratamentos: Agro—Mos® (10 mL L™, Agro—Mos® Experimental (10 mL LYhe
ASM (0,2 g L’l) inoculados e ndo inoculados com C. perniciosa, além de duas
testemunhas: uma inoculada com C. perniciosa e ndao pulverizada com os

tratamentos e outra absoluta (plantas pulverizadas somente com 4gua).

Determinacoes bioquimicas

Preparo de extratos foliares para a avaliacdo de proteinas totais e atividade
de peroxidases de guaiacol, oxidases de polifendis, quitinases e p-1,3-

glucanases

Cada amostra coletada ao final da tarde, na regido préxima ao meristema
apical, foi acondicionada em papel aluminio, identificada, congelada em
nitrogénio liquido e armazenada a -80 °C. Para o preparo dos extratos, cada
amostra congelada foi pesada (2 g) e triturada em nitrogénio liquido, com
almofariz e pistilo, até a obtenc@o de um p6 fino. Posteriormente, adicionou-se o
tampao acetato de s6dio 50 mM pH 5,2, durante 3 minutos (10 mL de tampao
para cada grama de amostra) sobre um banho de gelo. Apds filtragdo em pano
de trama fina, a solucdo foi centrifugada a 12.000 g, por 15 minutos e o

sobrenadante (usado como fonte enzimatica) foi coletado em microtubos

58



plasticos e armazenado a -80 °C, para posterior andlise. Todos os passos foram

executados em 0-4 °C.

Proteinas totais

Para a determinacao da atividade especifica, a concentracio de proteinas
totais foi determinada pelo método de Bradford (1976), ajustando-se uma curva
padrdo, determinada previamente com o uso de solugdes com concentracdes
conhecidas de albumina sérica bovina (BSA), correlacionando-se a concentracio

de proteinas com leituras de absorbéncia, em espectofotdmetro a 595 nm.

Peroxidases de guaicol (POX; EC 1.11.1.7)

A atividade de peroxidases de guaiacol (POX) foi determinada pela
adi¢do de 10 pL do extrato enzimdtico ajustado para 2 mL de uma solucdo
contendo 990 uL de acetato de s6dio 50 mM pH 5,2, 500 uLL de guaiacol 20
mM e 500 uL peréxido de hidrogénio 60 mM. Apés incubagdo em 30 °C, por 10
minutos, a absorbincia foi medida a 480 nm (Urbanek et al., 1991). Uma
unidade POX foi expressa como variagdo de 1 OD,gy por miligrama de proteina

soldvel por minuto (A 4g0nm mgP’l. min’l).

Oxidases de polifenois (PPO; EC 1.10.3.2)

A atividade de oxidases de polifendis foi determinada pela adi¢do de 10
uL do extrato enzimadtico ajustado para 2 mL de uma solu¢do contendo 990 pL
de tampao fosfato de potdssio pH 6,5, 500 uL de catecol 20 mM e 500 pL de
dgua ultra-pura. Apés incubagdo a 30 °C, por 10 minutos, foi medido o
acréscimo da absorbancia a 410 nm (Gauillard et al., 1993). A atividade PPO foi
expressa pela variagdo de 1 ODy; por miligrama de proteina solivel por minuto

(A 4100m mgP'. min™).
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Quitinases (CHI; EC 3.2.1.14)

Atividade de quitinases foi determinada pela adi¢ao de 100uL do extrato
enzimatico ajustado para 320 uL de uma solucdo contendo acetato de s6dio 50
mM pH 5,2 e 70 uL de CM-Chitin-RBV (2 mg mL™), um substrato especifico
para quitinases fornecido por Loewe Biochemica GmbH, em microplacas de 96
cavidades, com volume de 350 uL por cavidade. Apds incubagéo a 35 °C, por 80
minutos, as misturas foram acidificadas com 50 pL. de HC1 0,5N, resfriadas em
banho de gelo por 10 minutos e centrifugadas, durante 10 minutos, a 1.450 g e 4
°C.

Uma aliquota de 200 pL. do sobrenadante de cada amostra foi transferida
para uma nova microplaca, para leitura em 492 nm em um leitor EIA-compativel
(Wirth & Wolf, 1990). A atividade CHI foi expressa pela variacdo de 1 ODgo,

por miligrama de proteina soltivel por minuto (A 405, mgP™ min™).

p-1,3-glucanases (GLU; EC 3.2.1.6)

A atividade da B-1,3-glucanases foi medida seguindo modo analogo ao
da quitinase, apenas trocando o substrato para CM-Curdlan-RBB (4 mg mL™;
LOEWE Biochemica GmbH) (Wirth & Wolf, 1990). Para promover acdo
hidrolitica de B-1,3-glucanase, foi adotado um tempo de incubagio de 35 °C, por
80 minutos. Amostras foram submetidas a agitacdo por 5 segundos e,
posteriormente, medidas fotometricamente em filtro de 600 nm de um leitor
EIA. A atividade GLU foi expressa pela variacdo de 1 ODg;, por miligrama de
proteina soldvel por minuto (A soonm mgP’1 min’l).

Todas as andlises foram realizadas em triplicatas.

Preparo de extratos foliares para avaliacio de lignina solivel e fendis
soltveis totais
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Amostra de tecidos vegetais da regido préxima ao meristema apical foi
acondicionada em papel aluminio, devidamente identificada, congelada em
nitrogénio liquido e armazenada a -80 °C. Para o preparo dos extratos, cada
amostra congelada foi pesada (2 g) e triturada em nitrogénio liquido, com
almofariz e pistilo, até a obtencdo de um p6 fino. Posteriormente, as amostras
foram liofilizadas por 12 horas (liofilizador condensador L101, marca Liobras).
Uma aliquota de 30 mg do material liofilizado foi transferida para microtubo de
2 mL e homogeneizada com 1,5 mL de metanol a 80 % e mantida sob agitacao,
por 15 horas, em agitador rotativo, protegido da luz a temperatura ambiente. A
solugcdo foi centrifugada a 12.000 g, por 5 minutos. O sobrenadante (extrato
metan6lico) foi transferido para novo microtubo, com o qual se realizou a
determinacdo de fendis soldveis totais, enquanto o residuo sélido foi utilizado

para determinacao lignina soluvel.

Determinacao de lignina solivel

Foi adicionado ao residuo sélido 1,5 mL de metanol 80%,
homogeneizado e centrifugado, a 12.000 g, por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o residuo foi secado, a 65 °C, por 15 horas. Posteriormente,
acrescentou-se 1,5 mL de solucdo contento dcido tioglicélico:HCl 2M (1:10),
agitando suavemente os microtubos para hidratar o residuo, em seguida,
mantendo-se em banho-maria, a 100 °C, por 4 horas.

Depois, os microtubos foram centrifugados, a 10.000 g, por 10 minutos,
o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 1,5 mL de 4gua
ultrapura e, novamente, centrifugado, a 10.000 g, por 10 minutos.

Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspenso em 1,5 mL. de NaOH 0,5 M e mantido em agitador rotativo por 15
horas a temperatura ambiente. A mistura foi centrifugada, a 10.000 g, por 10

minutos e o sobrenadante transferido para novo microtubo, ao qaul foram
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adicionados 200 uL. de HCI concentrado, mantido em camara fria (4 °C) por 4
horas, para permitir a precipitacdo da lignina ligada ao 4cido tioglicdlico.
A seguir, a mistura foi centrifugada, a 10.000 g, por 10 minutos, o
sobrenadante descartado e o precipitado ressuspenso em 2 mL. de NaOH 0,5 M.
A absorbancia desta solucdo foi determinada a 280 nm e os valores
calculados com base na curva de lignina, sendo expresso em pg de lignina

solivel por miligrama de matéria seca (adaptado de Doster & Bostock, 1988).

Determinacao de fendis soliiveis totais

Uma aliquota de 150 pL. do extrato metandlico foi misturada a 150 pL.
do reagente de Folin-Ciocalteau 0,25N, por 5 minutos, homogeneizada com 150
pL de Na,CO; 1M, por 10 minutos e diluida com 1 mL de dgua ultrapura, a
temperatura ambiente, por uma hora.

Os valores de absorbancia desta reacdo foram determinados a 725 nm
em espectrofotdmetro e calculados com base na curva de catecol. Os compostos

fendlicos totais foram expressos em equivalente ug de catecol por miligrama de

matéria seca (Spanos & Wrolstad, 1990).

Delineamento experimental e analise estatistica

Foi utilizado o delineamento experimental de blocos casualizados, com
4 blocos e parcela experimental composta de 3 mudas de cacaueiros cv.
Catongo, por parcela em cada coleta. Foram realizadas 12 coletas para andlise de
proteinas totais, atividade de peroxidases de guaicol, oxidases de polifendis,
quitinases, 3-1,3-glucanases (Figura 1) e 5 coletas para andlise de lignina soldvel

e fendis soldveis totais (Figura 2).
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Foi determinada a édrea abaixo de curva do progresso da atividade

(AACPA) das enzimas estudadas no presente trabalho, antes e depois da

inoculag¢do das mudas com C. perniciosa (adaptado de Shaner & Finney, 1977).

A andlise de variancia foi realizada pelo teste F. Quando os tratamentos foram

diferentes, as médias foram separadas, pelo teste Scott-Knott, com o auxilio do

SISVAR, a 5 % de probabilidade.

Dias apos a pulverizacao
0 10,25{05 | 1 2 4 7 |725|75 | 8 10 | 14
P I
%\ AWAWAWAL \%k\ AWAWAWAWILA
ctlic2afc3fca[cC5[C6[C7[C8|CO |[C10[C11]C12
Coletas

FIG. 1 - Esquema das coletas (C1 a C12) de tecido vegetal das mudas de
cacaueiro cv. Catongo, para andlise de proteinas totais, atividade de peroxidase
de guaicol, oxidases de polifendis, quitinases, 3-1,3-glucanases. (P) pulverizagdo
dos tratamentos e (I) inoculag¢do de C. perniciosa.
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FIG. 2 - Esquema das coletas (Cl1 a C5) de tecido vegetal das mudas de
cacaueiro cv. Catongo, para andlise de lignina solivel e fendis soluveis totais.
(P) pulverizacao dos tratamentos e (I) inocula¢io de C. perniciosa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1. Protecao de mudas de cacaueiro contra C. perniciosa por

mananoligossacarideo fosforilado, em func¢io de doses e épocas de aplicacio

Embora ndo tenha ocorrido interacdo entre dose e época de aplicacio,
houve diferenca significativa entre os produtos testados. Aos 60 dias, o Agro-
Mos® proporcionou menor incidéncia da doenca nas mudas de cacaueiro
comparado ao ASM, com médias de 24,6 % e 61,74 %, respectivamente.

Pascholati & Leite (1995) relatam que a protecdo induzida é dependente
do intervalo de tempo entre o tratamento com o indutor e a subseqiiente
inoculagdo da planta. Contudo, o periodo entre a aplicacdo indutora e a

desafiadora difere significativamente entre plantas. Espécies herbaceas como
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tomateiro e pepino apresentam respostas de defesas efetivas ativadas em um
curto periodo (3 a 7 dias), quando induzidas pela aplicagdo de quimicos ou por
meio da pré-inoculagdo com patégenos ndo virulentos (Benhamou & Bélanger,
1998 a;b). Em cacaueiro, este periodo parece ser mais longo uma vez que, maior
reducdo na incidéncia da vassoura-de-bruxa dessa plantas pulverizadas com
ASM foi observada aos 30 dias antes da inoculag@o do patégeno (Resende et al.,
2000). Porém, a ineficiéncia da redugao da incidéncia da vassora-de-bruxa neste
trabalho, provavelmente estd relacionada a alta pressdo de inéculo do patégeno
(100.000 basidiésporos vidveis mL™". Vale ressaltar, que naturamente esta
condigdo ndo é facilmente encontrada. Por outro lado, a aplicacio do Agro-Mos®
7 dias antes da inoculagdo com C. perniciosa foi suficiente para reduzir a
incidéncia da doencga, provavelmente devido ao produto conter em sua
formulacdo o sulfato de cobre, o que promoveu acio inibitéria do patégeno e/ou
indugdo de resisténcia.

Pesquisas realizadas em outros patossistemas comprovaram a eficiéncia
do Agro-Mos® na protecio contra doencas. Cerca de 70 % reducio da incidéncia
da antracnose do mamoeiro foi obtida com a aplicagio de Agro-Mos® (Dantas et
al., 2004). Resultados semelhantes foram obtidos na reducdo da severidade da
antracnose nos frutos de goiabeira (Soares Pessoa et al., 2007). O Agro-Mos®
associado ao Crop Set® também reduziu a severidade do mildio da videira (Rosa
et al., 2007).

O Agro-Mos®, também aplicado aos 7 dias antes da inoculacdo, foi
eficiente na reducdo da incidéncia em qualquer dose, mas, quando aplicado 15
dias antes da inoculacdo, s6 reduziu a incidéncia da vassoura-de-bruxa em

mudas de cacaueiro na maior dose de 10 mL L™ (Tabela 1).

65



TABELA 1 - Efeito do Agro-Mos® e ASM na incidéncia da vassoura-de-bruxa
em mudas de cacaueiro cv. Catongo, aos 60 dias apds inoculacdo com C.

perniciosa.
Epoca de Incidéncia
Produtos Doses pulverizagdo da doenca
(dias) (%)
Agro-Mos® 25mLL" 20,8*
Agro—Mos® 50mLL" 14,6*
Agro—Mos® 10,0 mL L™ 7 12,5%
ASM 0,1 gL 60,0™
ASM 02gL" 60,4 ™
ASM 04gL’ 64,6™
Agro-Mos® 2,5mLL" 37,5™
Agro-Mos® 50mLL" 39,6™
Agro-Mos® 10,0 mL L™ 15 29,9%
ASM 0,1 gL 62,5™
ASM 02gL" 66,7™
ASM 04gL’ 56,2"™
Testemunha inoculada aos 7 dias 63,8
Epoca de Incidéncia
Produtos Doses pulverizagdo  da doenga
(dias) (%)
Agro-Mos” 2,5mLL" 20,8%
Agro—Mos® 50mLL" 14,6%*
Agro-Mos® 10,0 mL L™ ; 12,5%
ASM 0,1 gL 60,0™
ASM 02gL" 60,4 ™
ASM 0,4 g L_l 64,6 ns
Agro-Mos® 2,5mLL" 37,5™
Agro-Mos® 50mLL" 39,6™
Agro-Mos® 10,0 mL L™ 15 29,9%
ASM 0,1 gL 62,5™
ASM 02gL" 66,7™
ASM 04gL’ 56,2™
Testemunha inoculada aos 15 dias 68,8

* = Significativo, pelo teste de Dunnett (P<0,05); ™ = ndo significativo.
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Experimento 2. Toxidez direta de produtos contendo mananoligossacarideo

fosforilado, com e sem cobre e zinco, sobre C. perniciosa

Os produtos testados exerceram efeito diferenciado sobre o indice de
crescimento micelial (ICM) de C. perniciosa (Figuras 3 e 4). O Agro—Mos®
Experimental estimulou o crescimento do fungo até a dose de 7,125 mL de
produto comercial L' de solucio (Tabela 2), possivelmente, devido a sua
composic¢do rica em agticares € aminodcidos.

O Agro-Mos® e o Recop® apresentaram efeito inibitério diretamente
proporcional a dose. Para o ASM, as doses testadas ndo foram suficientes para
definir a CMI, enquanto que, para o Agro-Mos® e o Recop®, o crescimento
micelial do fungo foi completamente inibido nos intervalos de 3,6 a 7,1 mL de
produto comercial L' de solucao e 0,1 a 0,2 g de produto comercial L',
respectivamente (Tabela 2). Possivelmente, a diferenca nestas respostas de
intervalo de concentragdo foi devido as fonte de Cu™ que, no Agro—Mos®, éo
sulfato de cobre, enquanto no Recop® é o oxicloreto de cobre. Conforme estes
resultados pode-se inferir que, provavelmente, houve efeito téxico do Agro-
Mos® sobre C. perniciosa, que pode ser atribuido a presenca do cobre na sua

C A ® :
composi¢do e a auséncia do mesmo no Agro-Mos™ Experimental.
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FIG. 3 - Efeito dos produtos e doses sobre o indice de crescimento micelial (ICM) de C. perniciosa. Agro-Mos®
Experimental nas doses de: 0; 0,8906; 1,7813; 3,5625; 7,1250; 14,2500; 28,5000 ¢ 57,0000 mL de produto L' de
solucdo; Agro-M0s® nas doses de: 0; 0,8906; 1,7813; 3,5625; 7,1250; 14,2500; 28,5000 e 57,0000 mL de produto L' de
solugdo; ASM nas doses de: 0; 0,0010; 0,0100; 0,0500; 0,1000; 0,5000; 1,0000 e 2,0000 g L' de solucdo e Recop® nas
doses de: 0; 0,0554; 0,1107; 0,2214; 0,4429; 0,8857; 1,7714 e 3,5429 g de produto L'de solucao.



FIG. 4 - Efeito dos produtos e doses sobre o crescimento micelial de C.
perniciosa: 1) Testemunha; ASM nas doses (g LY de: 2) 0,0010; 3) 0,0100; 4)
0,0500; 5) 0,1000; 6) 0,5000; 7) 1,0000 e 8) 2,0000; Agro-Mos® Experimental
nas doses (mL L'l) de: 9) 0,8906; 10) 1,7813; 11) 3,5625; 12) 7,1250; 13)
14,2500; 14) 28,5000 e 15) 57,0000; Agro-Mos® nas doses (mL L) de: 16)
0,8906; 17) 1,7813; 18) 3,5625; 19) 7,1250; 20) 14,2500; 21) 28,5000 e 22)
57,0000 e Recop® nas doses (g L'l) de: 23) 0,0554; 24) 0,1107; 25) 0,2214; 26)
0,4429; 27) 0,8857; 28) 1,7714 ¢ 29) 3,5429.
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TABELA 2 — Porcentagem média da inibi¢ao do crescimento micelial (ICM) de C. perniciosa, concentracio
minima inibitéria (CMI) e DL sy, em fun¢do dos produtos e doses.
Icm’

4
Produtos Concentracdes (mL de produto comercial L™) CMI D{‘i’i
0,8906 1,7813 3,5625 17,1250 14,2500 28,5000 57,0000 (mL L7
Agro-Mos® ' 20,3 39,9 96,1 100,0 100,0 100,0 100,0 3;5162255() 2,96
®2 ’
Agro-Mos 0.3 0,1 -1,0 29 0.7 7.0 18,2 >57 70,55
Experimental
ICM’® 5
Concentracées (g de produto comercial L) cmr? (leg)
0,0554 0,1107 0,2214 0,4429 0,8857 1,7714 3,5429 g
Recop® ! 46,6 88,1 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 %’1212%' 0,06
ICM’® 5
Concentracées (g L™) cmr? (leg)
0,0010 0,0100 0,0500 0,1000 0,5000 1,0000 2,0000 g
ASM 7.4 11,4 22,5 333 59,6 75,0 792  >2 0,36

1= doses equivalentes a 26,7; 53,4; 106,8; 213,6; 427,2; 854,4 ¢ 1708,8 ppm de Cu™™;

? = valores negativos referem-se ao estimulo ao crescimento do fungo C.perniciosa;

3= ICM, crescimento micelial: didmetro da coldnia (mm) do crescimento micelial do fungo, na primeira, na segunda;
e na ultima avaliacdo, em relacdo ao nimero de dias apds a inoculagdo, na primeira, na segunda e na ultima
avaliacdo;

4= CMI, concentracdo minima inibitéria: intervalo entre concentra¢cdes do produto testado, capaz de inibir
totalmente o crescimento micelial do fungo;

* = DLs, concentragio de ingredientes ativo capaz de inibir 50 % do crescimento micelial.



Experimento 3. Caracterizacio dos mecanismos bioquimicos envolvidos na
resposta de defesa de mudas de cacaueiros tratadas com Agro-Mos®, Agro-
Mos® Experimental e ASM

Utilizou-se, na determinacdo das atividades de algumas enzimas, no
acimulo de lignina solivel e fendis soltveis totais, a dose de 10 mL L' do
produto Agro-Mos®, que contém 0,3 g de Cu™ e por ter apresentado, tanto aos 7
como aos 15 dias, menor incidéncia da vassoura-de-bruxa em mudas de
cacaueiro. Além disso, foi utilizado o produto Agro-Mos® Experimental, sem os

elementos Cu*" e Zn*", na dosagem de 10 mL L.

A atividade de quitinases em mudas tratadas com ASM foi 62% superior
em relagdo a testemunha, as 6 horas (0,25 dias ap6s pulverizagdo ou DAP) com
pico de atividade 92 % maior, 24 horas (1 DAP) apés a pulverizagdo, mantendo-
se superior a testemunha até 2 dias ap6s pulverizagdo. Aos 8 DAP, 24 horas apds
inoculagdo com C. perniciosa, foi observado, em mudas tratadas com ASM,
inoculadas e ndo inoculadas, atividade de quitinases cerca de 57 % superior
aquelas nao tratadas, tanto para mudas inoculadas como para ndo inoculadas
(Figura 5A). Incremento na atividade de quitinases aos 8 DAP, em mudas de
cacaueiro tratadas com ASM (0,2 g L'l), também foram observados por Resende
et al. (2007). Ha relatos, na literatura, em outros patossistemas, do aumento da
atividade de quitinases, proporcionado pelo ASM em pimentdo — Phytophthora
capsici (Baysal et al., 2005), cafeeiro — Hemilleia vastatrix (Guzzo et al, 2004) e
tomateiro — Xanthomonas vesicatoria (Cavalcanti, 2005; Cavalcanti et al., 2006
a; b; c; d; Cavalcanti et al., 2007).

Mudas tratadas com Agro-Mos® e Agro-Mos® Experimental
apresentaram atividade de quitinases semelhantes a partir do sétimo dia apds a
pulverizagio (Figura 5). Em tratamento com Agro-Mos®, a atividade de

quitinases foi 101 % maior que a testemunha, 24 horas (1 DAP) apéds a
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pulverizagdo. Seis horas apds inoculacdo (7,25 DAP), essa atividade voltou a
aumentar, tanto em mudas inoculadas como ndo inoculadas, com pico de
atividade em torno de 120 % em relacdo as testemunhas, 24 horas apds a
inoculacdo (8 DAP) (Figura 5B). Em tratamento com o Agro-Mos®
Experimental, também foi observado aumento na atividade desta enzima 6 horas
apds pulverizagao (0,25 DAP), pico aos 4 e 8 DAP, de 55 % e 107 %,
respectivamente, e maiores que a testemunha (Figura 5C).

A atividade de p-1,3-glucanases em mudas tratadas com Agro-Mos® foi
maior do que na testemunha absoluta, até os 4 DAP, apresentando pico as 6
horas (0,25 DAP), para o Agro-Mos®, enquanto, para o Agro-Mos®
Experimental, o pico de atividade ocorreu as 12 horas (0,5 DAP), com aumento
na atividade de 162% e 102 %, respectivamente. Novos incrementos na
atividade desta enzima foram observados aos 8 e 14 DAP, e 1 e 7 dias apds
inoculacdo, respectivamente. (Figura 5E e F). O efeito da aplicagdo de Agro-
Mos® sobre o aumento na atividade de pB-1,3-glucanases também ji foi
verificado em mamao, coincidindo com a redu¢do na incidéncia de antracnose
(Dantas, 2004).

Para a atividade de B-1,3-glucanases, observou-se maior atividade dessa
enzima nas mudas tratadas com ASM, em relagdo a testemunha a partir das 6
horas (0,25 DAP) até 4 DAP. Vinte e quatro horas apds a inoculagdo com C.
perniciosa (8 DAP), a atividade voltou a aumentar, em relacdo a testemunha,
tanto para mudas inoculadas como para ndo inoculadas, mantendo-se até 14
DAP (Figura 5D). O aumento da atividade dessa enzima até o 14 DAP também
foi observado por Cavalcanti (2005), em mudas de cacaueiro inoculadas e nao
inoculadas com Verticillium dahliae. A ativacio da B-1,3-glucanases também foi
obtida com tratamento com ASM em macieira, pimentao, tomateiro e cafeeiro
(Brisset et al., 2000; Baysal et al., 2005; Cavalcanti et al., 2006a; Cavalcanti et
al., 2007; Guzzo et al, 2004).
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FIG. 5 - Atividade de quitinases (CHI), A, B e C, e de B-1,3-glucanases (GLU),
D, E e F, em mudas de cacaueiro cv. Catongo, apds tratamentos com:
acibenzolar-S-metil (ASM), Agro-Mos® e Agro-Mos® Experimental (Exp.),
comparada com a testemunha. Setas indicam inoculagdo com C. perniciosa (CP)
7 dias ap6s pulverizacdo. Barras de erros indicam erro padrao da média.
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Mudas tratadas com Agro-Mos® e ndo inoculadas expressaram maior
atividade de peroxidases 1 DAP (113 % maior que a testemunha), enquanto que
mudas inoculadas apresentaram maior atividade aos 7,25 e 10 DAP (86 % e 60
%, respectivamente). A aplicacio de Agro-Mos® Experimental nio
proporcionou aumento significativo da atividade de peroxidases nas mudas nio
inoculadas em relacdo a testemunha. Em mudas inoculadas, verificou-se
aumento de 74% na atividade da enzima aos 10 DAP (Figura 6 C).

As peroxidases de guaiacol em mudas tratadas com ASM e ndo
inoculadas apresentaram maior atividade aos 0,25, 7,25 e 8 DAP,
correspondendo a 78 %, 150 % e 83 % em relagdo a testemunha,
respectivamente, enquanto que, em mudas inoculadas, a maior atividade desta
enzima ocorreu 6 horas (7,25 DAP) apds a inoculagdo com o patégeno (70 %)
(Figura 6A). As atividades de peroxidases de guaiacol em mudas de cacaueiro
foram maiores nos tratamentos, em todo o intervalo estudado (de 4 a 14 dias
apos aplicacdo do produto), comparadas a da testemunha (Resende et al., 2007).
A atividade desta enzima é freqiientemente aumentada em resposta aos estresses,
sendo a protecdo celular contra reagdes oxidativas uma das principais fungdes
desta enzima, além de ser considerada boa marcadora de resisténcia (Cakmak &
Horst, 1991).

O comportamento da atividade de oxidases de polifendis das mudas
tratadas com ASM e ndo inoculadas promoveu incremento de 63 %, 57 % e 61
%, aos 0,25, 2 e 4 DAP, respectivamente em relacdo a testemunha ndo
inoculada. Aos 10 DAP, tanto mudas inoculadas como ndo inoculadas
apresentaram um pico desta enzima (Figura 6D). Nas mudas pulverizadas com
Agro—Mos® e nao inoculadas, foi observada maior atividade desta enzima aos
0,25, 2,4 e 7,25 DAP, enquanto que, em mudas inoculadas, o pico foi observado
somente aos 7,25 DAP (Figura 6E). Para mudas tratadas com Agro-Mos®”

Experimental, foi observado maior aumento na atividade a partir da inoculagao
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(7 DAP), com pico aos 10 DAP (Figura 6F). Oxidases de polifendis representam
um componente de resposta de defesa, possivelmente mediada por seus
produtos, tais como quinonas oxidadas, algumas das quais podem inativar
enzimas pectoliticas produzidas por patdégenos e exibem atividade
antimicrobiana (Leatham et al., 1980).

De modo geral, observou-se que as areas abaixo da curva do progresso
da atividade de quitinases (AACPACHI) e de B-1,3-glucanases (AACPAGLU)
ndo diferiram significativamente entre os tratamentos ASM, Agro-Mos® e Agro-
Mos® Experimental, mas foram maiores que as da testemunha antes da
inoculag¢do (0 a 7 DAP) (Figura 7A e B). Apds a inoculacdo (7 a 14 DAP), a
AACPACHI foi maior para os tratamentos com ASM inoculado, Agro-Mos®
inoculado e ndo inoculado e Agro-Mos® Experimental inoculado (Figura 7A).
Para AAPAGLU apés a inoculacdo, os tratamentos com ASM inoculado e nio
inoculado foram superiores aos demais (Figura 7B). O tratamento que
apresentou maior valor da drea abaixo da curva do progresso da atividade das
peroxidases (AACPAPOX), antes da inoculagio, foi o Agro-Mos®, seguido pelo
ASM e, ap6s a inoculagdo, os tratamentos ASM inoculado e ndo inoculado,
Agro-Mos® e Agro-Mos® Experimental inoculados apresentaram maior drea
para esta enzima (Figura 7C). A drea abaixo da curva do progresso da atividade
das oxidases de polifendis (AACPAPPO) antes da inoculagdo foi maior em
mudas tratadas com ASM, seguida pelas dos tratamentos com Agro-Mos® e
Agro-Mos® Experimental, ndo diferindo entre si. Entretanto, apés a inoculagio
do patégeno, todos os tratamentos apresentaram AACPAPPO superiores as das

testemunhas (Figura 7D).
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FIG. 6 - Atividade de peroxidases de guaiacol (POX), A, B e C, e de oxidases
de polifendis (PPO), D, E e F, em mudas de cacaueiro cv. Catongo, apds
tratamentos com: acibenzolar-S-metil (ASM), Agro-Mos® e Agro-Mos®
Experimental (Exp.) comparada com a testemunha. Setas indicam inoculacio

com C. perniciosa (CP) 7 dias ap6s pulverizagdo. Barras de erros indicam erro
padrdo da média.
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enzima e época (antes e apds inoculac¢do), ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).



A deposicdo de lignina soldvel e a quantidade de fendis soldveis totais
em mudas tratadas com o ASM, Agro-Mos® e Agro-Mos® Experimental nio
diferiram em relagdo as das testemunhas, em todas as épocas de avaliagdo (0 a
14 DAP) (Figura 8). Resultado semelhante foi obtido por Cavalcanti (2005) que
verificou, em mudas de cacaueiro inoculadas e ndo inoculadas com V. dahliae e
tratadas com ASM, que, aos 13 DAP, ndo apresentaram diferencas significativas
em relacdo as testemunhas, para lignina solivel e fendis soldveis totais.
Entretanto, diferencas entre os tratamentos ASM e testemunha, para estes
compostos, foram observadas aos 18 DAP. Possivelmente, o tempo de avaliagao
do presente estudo ndo foi suficiente para detectar incremento de compostos
fendlicos induzidos pelos tratamentos ASM, Agro-Mos® e Agro-Mos®
Experimental. Além disso, o que se avaliou foi a lignina total, correspondente a
lignina induzida (acumulada localizadamente ao redor do ponto de penetracio
do patdgeno, por exemplo) e a lignina constitutiva (encontrada naturalmente nos
tecidos vegetais entre a parede celular e as células adjacentes) (Agrios, 2005;
Moraes, 2004 e Taiz & Zeiger, 2004). Assim, possivelmente, ndo foram
detectadas diferencgas significativas entre os produtos testados e a testemunha
neste trabalho, pelo fato de a lignina induzida ser uma pequena fracdo da lignina

total.
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FIG. 8 - Quantidade de lignina soltvel em 4cido tioglicélico (ug mg"' MS™), A,
B e C, e de fendis soluveis totais (ug de catecol mg'l MS'l), D, E e F, em mudas
de cacaueiro cv. Catongo, apds tratamentos com: acibenzolar-S-metil (ASM),
Agro-Mos® e Agro-Mos® Experimental comparados com a testemunha. Setas
indicam inoculag@o com C. perniciosa (CP) 7 dias apds pulverizagao. Barras de
erros indicam desvio padrdo da média.
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Nas condi¢des experimentais adotadas, a reducdo da incidéncia da
vassoura-de-bruxa em mudas de cacaueiro tratadas com Agro-Mos®, associada
ao efeito toxico in vitro deste produto sobre C. perniciosa e ao aumento da
atividade de quitinases, p-1,3-glucanases, peroxidases de guaiacol e oxidases de
polifendis, evidencia que o Agro-Mos®, possivelmente, estd atuando duplamente
sobre o patégeno, por meio de um efeito direto de protecdo e pela ativacido de

mecanismos de induc¢do de resisténcia.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo avaliou um produto a base de mananoligossacarideo
fosforilado (Agro-Mos®) para a protecio de mudas de cacaueiro contra C.
perniciosa. Demonstrou-se que, possivelmente, ele estd atuando duplamente
sobre o patégeno, por meio do efeito direto na protecdo, considerando o seu
efeito toxico in vitro sobre fungo e pela ativacdo de mecanismos de inducdo de
resisténcia, com o aumento das atividades das enzimas de quitinase, B-1,3-
glucanase, peroxidase de guaiacol e oxidase de polifendis.

Contudo, apesar dos resultados alcancados, € necessdria a realizacio de
novos experimentos, nos quais se determine, periodicamente, o nivel de Cu™ nas
folhas, pois a sua deficiéncia/excesso pode ter causado alteragdes morfoldgicas e
bioquimicas no tecido vegetal. E preciso investigar o efeito isolado também dos
micronutrientes Cu™ e Zn*', presentes no produto Agro-Mos®, para que,
juntamente com outros marcadores bioquimicos, nao contemplados no presente
trabalho, seja possivel obter informagdes suficientes e conclusivas a respeito do
modo de a¢do do Agro-Mos® como um efetivo indutor de resisténcia.

Finalizando, sugere-se que se conduzam experimentos em condicdes de
campo, em periodo ndo inferior a trés anos, nos diferentes agroecossistemas
cacaueiros, para que este ou outros produtos de natureza bidtica ou abidtica
possam se tornar componente efetivo num sistema de manejo integrado da

vassoura-de-bruxa.
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