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RESUMO

CAMILO, Fabricio Rabelo. Indugdo de resisténcia contra a vassoura-de-
bruxa do cacaueiro: mecanismos de agdo e avaliagdo em campo. 2009. 53p.
Dissertacdo (Mestrado em Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras.*

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar métodos
alternativos de controle da vassoura-de-bruxa do cacaueiro, baseados na inducéo
de resisténcia de amplo espectro, compativeis com outras estratégias ja
empregadas no manejo integrado dessa enfermidade, no campo. Os mecanismos
bioquimicos de defesa induzida em cacaueiro também foram estudados nos
casos dos eliciadores de resisténcia mais efetivos. Para cumprir os objetivos
propostos, foram realizados os seguintes experimentos: 1. Caracterizagdo de
mecanismos bioquimicos envolvidos na resposta de defesa de mudas de cacau
pulverizadas com Agro-Mos”, comparadas com aquelas pulverizadas com
Acibenzolar-S-Metil (ASM); 2. Avaliagdo de Agro-Mos” e Fulland” na protego
de plantas de cacaueiro contra a vassoura-de-bruxa, em campo, no estado do
Espirito Santo e 3. Avaliagdo de Agro-Mos" na protegdo de plantas de cacaueiro
contra a vassoura-de-bruxa em campo, na regiao sul do estado da Bahia. Em
mudas de cacaueiro tratadas com o Agro-Mos® observou-se o aumento da
sintese de peroxidases de guaiacol, polifenoloxidases, quitinases e¢ B-1, 3-
glucanase, quando comparadas com a testemunha pulverizada com agua. No
estado do Espirito Santo, o Agro-Mos® reduziu a incidéncia de vassoura-de-
bruxa em cacaueiros adultos, na dosagem de 5 mL L-1 (68,5% de controle em
relagio a testemunha). O Fulland® ¢ o ASM ndo apresentaram resultados
consistentes no controle da vassoura-de-bruxa do cacaueiro em campo. A
aplicagdo dos produtos ndo interferiu na producdo de améndoas de cacau. Ja no
estado da Bahia, o Agro-Mos® reduziu a incidéncia de vassoura-de-bruxa em
plantas de cacaueiro na dosagem de 10 mL L-1, com 54,1% de controle em
relacdo a testemunha.

* Orientador: Mario Lucio V. Resende, PhD - UFLA
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ABSTRACT

CAMILO, Fabricio Rabelo. Resistance induction against cacao witch’s
broom: modes of action and field performance. 2009. 53p. Dissertation (Master
in Agronomy / Plant pathology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

The present work aimed at evaluating alternative methods for witch’s
broom control, based on the broad spectrum resistance induction, compatible
with other strategies already employed in the disease integrated management in
the field. The biochemical mechanisms of defense induced in cacao were also
studied for the most effective resistance elicitors. To achieve the established
objectives, the following experiments were performed: 1. Characterize the
biochemical mechanisms involved in cacao seedling defense responses when
sprayed with Agro-Mos®, compared to those sprayed with ASM (Acibenzolar-S-
Methyl); 2. Evaluate Agro-Mos® and Fulland” in the protection of cacao plants
against witch’s broom in a field at Espirito Santo State; 3. Evaluate Agro-Mos®”
in the protection of cacao plants against witch’s broom in afield at South Bahia
State. In cacao seedlings treated with Agro-Mos” an increase in the synthesis of
guaiacol peroxidase, polyphenoloxidases, chitinases and B-1, 3-glucanases was
observed when compared to water control plants. In Espirito Santo State, Agro-
Mos® reduced the witch’s broom incidence in adult cacao trees, when used at the
5 mL L rate (68.5% disease reduction compared to the control). Fulland” and
ASM did not present consistent results in disease control in the field. In Bahia
State’s experiments, Agro-Mos® reduced witch’s broom incidence in cacao
plants at the 10 mL L' rate with 54.1% disease control compared to the control.
None of the tested products interfered on cacao bean yield.

* Advisor: Mario Lucio V. Resende, PhD - UFLA



1 INTRODUCAO

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 regido
amazonica brasileira, essa doencga chega a causar perdas de até 70% na producao
de frutos em plantios comerciais com mais de seis anos de idade, especialmente
no estado de Rondonia (Bastos, 1990).

No continente africano, ainda isento da doenga, concentra-se 70,6% da
produ¢do mundial de cacau, principalmente na Costa do Marfim (37,3%) citado
por Costa (2008). Na década de 1970, o Brasil era o segundo maior produtor
mundial de cacau, mas, atualmente, esta em sexto lugar, com 140.000 toneladas,
correspondendo a 4,1% do total (Anuario..., 2008).

A produgdo brasileira de cacau esta concentrada nos estados do Bahia
(70%), Para (19%), Rondonia (6,9%), Espirito Santo (4,1%), Amazonas (0,7%)
e Mato Grosso (0,1%) e que, durante décadas, teve a cacauicultura como
principal atividade agricola (Okabe et al., 2004; Anuério..., 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 economico, ambiental e social, transformando o Brasil, antes
exportador, em importador de cacau (Anuario..., 2000).

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 intera¢ao hospedeiro-patdgeno (Aguilar, 1999).

As primeiras formas de controle da doeng¢a com a utilizagdo da poda
fitossanitaria mostraram-se muito onerosas ¢ 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 doenca. Em vista disso, as pesquisas para a
obten¢do de variedades resistentes, a busca de fungos antagbdnicos a C.
perniciosa e a indugdo 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 economica e
com menor impacto ambiental.

Objetivou-se, com a realizagdo deste trabalho:

a) Testar, no patossistema cacaueiro x C. perniciosa, os seguintes

indutores de resisténcia:
1) Agro-Mos”;

2) Fulland®;

b) Caracterizar rea¢des de defesa do cacaueiro desenvolvidas em
fungdo do estimulo de indugdo de resisténcia pelo Agro-Mos®,
utilizando-se as seguintes ferramentas: avaliagdo da atividade das
enzimas peroxidase, quitinase, glucanase e polifenoloxidases;

¢) Fornecer métodos alternativos para o manejo integrado da vassoura-
de-bruxa do cacaueiro, com a disponibilizagdo de produtos menos
toxicos ao homem e ao ambiente e compativel com outras

metodologias ja empregadas no manejo.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cacaueiro

O cacaueiro, Theobroma cacao L., é uma espécie de porte arboreo,
originaria das florestas tropicais imidas da América do Sul.

O cacaueiro pertencente a familia Malvaceae ¢ uma arvore tipica de sub-
bosque e perene. As primeiras atividades extrativistas dessa cultura eram
restritas a regido norte do Brasil, tendo sido introduzido no sul da Bahia em
1746. Posteriormente, o cacau foi disseminado para Africa, constituindo os
plantios de Sdo Tomé, Principe, Nigéria e Costa do Marfim (Silva Neto, 2001).

A producdo mundial de cacau no ano agricola 2004/2005 foi de trés
milhdes de toneladas, sendo 72,4% oriunda de paises africanos e o restante do
sudoeste da Asia e das Américas do Sul e Central citado por Costa (2008).

O cultivo do cacau necessita da sombra de arvores nativas da Mata
Atlantica, em um sistema de producao agroflorestal denominado “cabruca”.

Até a década de 1980, o cultivo do cacau constituia a base da economia
do estado da Bahia, com produgdo de, aproximadamente, 400.000 toneladas de
sementes secas, em 1986 (Bastos & Andebrhan, 1986). Entretanto, a lavoura no
sul da Bahia mudou drasticamente a partir de 1989, com a chegada da vassoura-
de-bruxa (Pereira et al., 1989). A doenca, ao encontrar condigdes ambientais
favoraveis na regido, disseminou-se rapidamente, atingindo proporgdes
epidémicas e acarretando a reducdo dréstica na producdo, da ordem de 75%,

levando o pais da condig@o de exportador para a importador.

2.2 Crinipellis perniciosa
A vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo Crinipellis perniciosa (Stahel)
Singer, foi observada, em 1885, no Suriname. No Brasil, o relato mais antigo da

doenga data de 1785, na Amazonia, onde foi descrita como “lagartdo”. Até 1988,



a doenga ndo havia sido detectada em cacauais distantes da regido amazonica,
mas, em 1989, foi relatada na regido cacaueira baiana (Bastos, 1990).

O fungo C. perniciosa pertence a classe Basiodimiocetes, ordem
Agaricales e familia Agaricaceae, apresentando duas fases fisioldgicas e
morfologicas distintas: uma fase parasitica, monocaridtica, de crescimento
intercelular, com auséncia de grampos de conexdo, encontrada em tecidos vivos
e outra fase, a saprofitica, dicaridtica, com crescimento intracelular e presenga
de grampos de conexao, encontrada somente em tecidos mortos (Bastos, 1990).
Esse fungo ataca, principalmente, os tecidos jovens, meristematicos, como
brotos, almofadas florais e frutos, provocando sintomas caracteristicos de
desequilibrio hormonal que ocorre em interagdes patdgeno-hospedeiro (Bastos,

1990).

2.3 Vassoura-de-bruxa

A vassoura-de-bruxa do cacaueiro foi observada cientificamente, pela
primeira vez, no Suriname, em 1895 (Holliday, 1952). O primeiro registro da
doenga na Bahia ocorreu no municipio de Uruguca, em 22 de maio de 1989
(Pereira et al., 1989) e, em fevereiro de 2001, em Linhares, Espirito Santo (Silva
et al., 2002). Essa enfermidade tem ampla distribuicdo geografica nos paises
produtores de cacau da América do Sul e Central, como Brasil, Bolivia,
Colombia, Equador, Guiana, Peru, Venezuela, Panama e nas ilhas do Caribe,
Trinidad, Tobago, Granada, Santa Lucia e Sao Vicente (Bastos, 1990; Silva et
al., 2002).

O fungo C. perniciosa é considerado endémico na bacia Amazdnica
(Bastos, 1990). Além de afetar o cacaueiro, também atinge outras espécies,
como T. grandiflorum (cupuagu), T. bicolor (cacau-do-pard), T. obovatum
(cacau-cabega-de-urubu), T. microcarpum (cacau-jacaré), T. subincanum (cupui)

T. speciosum (cacaui) e T. subincanum (cupui), bem como membros da familia



Solanaceae, Solanum laseantherum e S. rugosum (jugara) (Bastos & Evans,
1985) e membros da familia Bixaceae, como Bixa orellana (urucunzeiro)
(Bastos & Andebrhan, 1986). Recentemente, Heteropteres acutifolia,
pertencente a familia Malpighiaceae, foi reportado como novo hospedeiro
alternativo de C. perniciosa em Minas Gerais, estado ndo produtor de cacau
(Resende et al., 2000).

C. perniciosa é um fungo que apresenta duas fases fisiologicas e
morfologicas distintas. Uma delas é parasitica, monocariotica, 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 sao produzidos em todos os tecidos afetados depois de
mortos e mumificados, quer estejam presos a planta, quer se achem no solo. O
micélio secundario do fungo ndo ¢ infectivo; somente os basidiésporos de
coloracdo hialina e dimensoes de 10-14p x 4-5u, que sdo produzidos no interior
dos basidiomas, sdo capazes de induzir a doenca (Bastos, 1990).

A infec¢do ocorre, principalmente, em tecidos jovens, meristematicos,
como brotos vegetativos, almofadas florais e frutos, provocando sintomas
caracteristicos de desequilibrio hormonal que ocorrem em intera¢des patdogeno-
hospedeiro. Os ramos vegetativos infectados tornam-se hipertrofiados e com
intensa proliferagdo lateral de outros brotos, apresentando aspecto de vassoura.
Os brotos infectados tém didmetros maiores que os normais, encurtamento de
entrenos e folhas geralmente grandes, retorcidas ou curvadas e com pulvinos
hipertrofiados (Bastos, 1990; Aguilar, 1999).

A disseminagdo de C. perniciosa é feita por basididosporos, Unicas
unidades infectivas do patogeno, que sdo produzidos na superficie de lamelas
situadas na parte inferior do pileo dos basidiomas, em células especializadas

denominadas basidias, de onde sdo liberados ativamente (ejetados). Apds a



liberagdo, que ocorre geralmente entre 18h00 e 6h00, os basididosporos sdo
levados pelas correntes aéreas (disseminagdo), necessitando serem depositados
rapidamente sobre os locais (sitios de infeccdo) do hospedeiro. Nesses locais, os
esporos germinam e penetram, uma vez que, apés uma hora de exposicdo ao ar
livre, submetidos a radiacdo solar e ao dessecamento, perdem a viabilidade
rapidamente. A quantidade de basididsporos no ar cai sensivelmente a distancias
superiores a 300 m da fonte de indculo, embora possa ocorrer alguma deposigao
de esporos e infecgdes em plantas situadas a alguns quildmetros da fonte de
in6culo, quando as condi¢des atmosféricas sdo favoraveis a disseminacao (Luz
et al., 1997). Para que haja infec¢do é preciso que os basididosporos sejam
depositados sobre regides meristematicas (gemas vegetativas, florais e/ou frutos
em formacao até os 3 meses de idade), onde penetram diretamente ou através
dos estomatos.

Nas gemas dormentes, a infec¢do torna-se latente, assumindo o aspecto
de pequenos cancros ou pontos necréticos que entram em atividade quando a
planta reinicia a brotagdo. Essas infeccOes latentes tém importancia
epidemiologica, pois permitem a sobrevivéncia do fungo entre os periodos
sucessivos de crescimento (langamentos foliares) e de frutificacdo (safras) da
planta. Nos tecidos infectados ocorre intensa multiplicagdo (hipertrofia), que
dura algumas semanas e, em seguida, sobrevém a morte das células ¢ a necrose
generalizada dos tecidos. Nos tecidos necrosados (frutos e vassouras secas), apos
um periodo de dorméncia durante o qual o micélio saprofitico cresce ¢ acumula
energia, se da o aparecimento dos basidiomas ou frutificagdes do patdgeno. Esse
ciclo de basidioma a basidioma ocorre uma vez por ano na Amazonia, mas, na
Bahia, pode ocorrer até duas vezes, sendo uma na safra tempora (1° semestre) e
outra na safra principal (2° semestre).

A vassoura-de-bruxa ¢, assim, uma doenga monociclica, pois os tecidos

infectados ndo produzem novos esporos capazes de iniciar novas infec¢des na



mesma estacdo (safra). Embora esporos possam estar sendo liberados durante
toda a estagdo, estes provém de basidiomas desenvolvidos em tecidos infectados
em estacdes anteriores.

Os periodos de duragdo das diferentes fases do ciclo vital de C.
perniciosa foram estudados, na Bahia, por Luz et al. (1994) e sdo as seguintes:
periodo de incubagdo - 4 semanas em média; periodo entre o aparecimento de
vassouras verdes e o seu secamento - 7,5 semanas em média; periodo de
dorméncia das vassouras secas - 13 semanas em média, podendo variar para
mais ou para menos, dependendo do tamanho e da localizagdo da vassoura;
periodo de atividade da vassoura seca - 22 meses, em média; periodo de
atividade do fruto mumificado - 24 meses, em média; periodo de liberacao de
esporos - 0 ano todo (na Bahia), na dependéncia de chuvas, com picos maiores
nos meses mais frios (julho, agosto e setembro) e picos menores variando de
época, de ano para ano (Almeida & Luz, 1995). Um basidioma se mantém ativo
durante cinco dias, em média, liberando milhdes de esporos nas primeiras horas
do dia durante a sua vida util (Luz et al., 1997).

O manejo da doenga ¢é feito mediante a poda fitossanitaria de todos os
tecidos infectados antes da estagdo chuvosa, porém, essa pratica ¢ trabalhosa e
cara. A aplicagdo de fungicidas € um complemento a poda fitossanitaria, visando
proteger os frutos contra infec¢des. No entanto, o uso de fungicidas representa
um custo adicional expressivo. O controle genético ¢ uma medida de médio e
longo prazo, duradoura, porém, ndo definitiva, devido ao provavel surgimento
de novos patoétipos do fungo e a necessidade permanente do desenvolvimento de
novas variedades resistentes. O controle bioldégico por meio de microorganismos
antagdnicos € mais uma opg¢do para o manejo integrado da doenga, com as
vantagens do baixo custo e de se constituir numa tecnologia mais segura para o

meio ambiente, em comparagdo ao controle quimico. Até o presente momento, a



pratica ideal tem sido a adogdo conjunta de todas essas técnicas no manejo

integrado da doenga.

2.3 Inducdo de resisténcia

Inducdo de resisténcia ¢ definida como um aumento da capacidade de
defesa da planta contra um amplo espectro de organismos fitopatogénicos,
incluindo fungos, bactéria e viroses (Loon et al., 1998). A resisténcia resultante ¢
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 ativagdo pode ser obtida pelo tratamento
com agentes bidticos, ou seja, formas avirulentas de patogenos, racas
incompativeis, em determinadas circunstancias por formas virulentas de
patogenos, extratos vegetais, extratos de fungos (Stangarlin & Pascholati, 1992;
Stadnik, 1999), ou por ativadores quimicos, como acido aminobutirico (Cohen,
1996), acido 2,6-dicloroisonicotinico ¢ acibenzolar-S-metil, ASM, (Ciba
Technical Data Sheet, 1995).

A resisténcia induzida (RI) ativa mecanismos de defesa representados
por barreiras bioquimicas e/ou estruturais, aumentando a resisténcia geral da
planta (Oliveira et al., 1997). A protecdo obtida contra determinado patéogeno
pode ser local ou sistémica, dependendo do intervalo de tempo entre o
tratamento inicial (indutor) e a inoculacdo do patdégeno (desafiador) (Pascholati
& Leite, 1995). A sua duragdo 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 um mecanismo de defesa constitutivo
da mesma.

A RI foi subdividida em duas categorias, a resisténcia sistémica
adquirida (RSA) (Sticher et al., 1997) e a resisténcia sistémica induzida (RSI)

(Loon et al., 1998). Na primeira, a resisténcia se desenvolve sistemicamente ou



localizadamente em resposta a um patégeno que causa uma lesdo necroética (RH)
ou por aplicagdo exdgena de acido salicilico ou compostos sintéticos, como o
éster S-metil do acido benzo [1,2,3] tiadiazol-7-carbotioico (BTH) ¢ o acido 2,6-
dicloroisonicotinico (INA). Nesta, a resisténcia expressada, geralmente, ¢é efetiva
contra um amplo espectro de patéogenos e, geralmente, estd associada com a
producdo de proteinas relacionadas a patogénese (PRPs), muitas das quais
possuem atividade antimicrobianas e sdo excelentes marcadores moleculares
para a resposta de resisténcia (Hammerschmidt & Smith-Becker, 1999). J4 na
RSI, o desenvolvimento sistémico da resposta de resisténcia esta relacionado a
colonizag@o de raizes por rizobactérias promotoras de crescimento em plantas,
conhecidas como PGPRs. Neste tipo de resisténcia, a molécula sinalizadora ¢
mediada pelo acido jasmonico e o etileno, sem envolver a expressdo de proteina

relacionada a patogénese (Loon et al., 1998).

2.3.1 Quitinases (CHI; EC 3.2.1.14)

Essas enzimas sdo mondmeros com massa molecular entre 25¢e35
kDa. As quitinases de plantas possuem atividade de lisozima, podendo hidrolisar
ligagdes B-1, 4 entre acido N-acetilmuramico e N-acetilglucosamina no
peptideoglicano bacteriano. Certas quitinases podem agir como quitosanases,
além de existirem também quitosanases especificas induzidas em plantas em
resposta a fitopatogenos. 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).



2.3.2 3-1, 3-glucanases (GLU; EC 3.2.1.6)

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

Na indugdo de resisténcia, quitinases e B-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
flngico neste espago, essa enzima comeca a degradar o tecido da parede celular
do fungo e os fragmentos liberados pela acdo da enzima funcionam como
eliciadores, induzindo a sintese de grande quantidade de quitinases e B-1, 3-
glucanases que sdo acumuladas nos vactolos. A partir do momento em que o
fungo consegue penetrar na célula, os vactolos sdo rompidos e ocorre a
liberagcdo de grande quantidade dessas enzimas, reprimindo a acdo do patégeno

(Mauch & Staehelin, 1989).

2.3.3 Peroxidases (POX; EC 1.11.1.7)

A peroxidase ndo s6 oxida os compostos fenolicos como também
aumenta a sua velocidade de polimerizagdo em substancias similares a lignina,
que se depositam nas paredes e nas papilas celulares e interferem no posterior
crescimento e desenvolvimento do patdégeno (Agrios, 2005).

As peroxidases representam um conjunto de dezenas de isoenzimas
capazes de catalisar a oxidacdo de vdarios substratos, como substincias
aromaticas, acido ascoérbico e compostos fenolicos, na presenga de perdxido de
hidrogénio, formando quinonas e agua. Os produtos gerados pela acdo das
peroxidases estdo envolvidos na formagéo da parede celular vegetal, suberizagdo
e lignificagdo (Kolattukudy et al., 1992). Em plantas infectadas por patégenos,
ou em plantas induzidas, as respostas de defesa estdo também ligadas a oxidagao

de compostos fenolicos, que sdo toxicos a patdogenos (Sutic & Sinclair, 1991).
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Estas enzimas estdo também envolvidas na geragdo de H,O, que, por sua vez,
podem gerar outros radicais ativos de oxigénio, além de apresentar atividade

antimicrobiana direta (Peng & Kuc, 1992).

2.3.4 Polifenoloxidases (PPO; EC 1.10.3.2)

As polifenoloxidases sdo também enzimas importantes na defesa de
plantas contra patdgenos. Estdo envolvidas em reagoes de oxidagao, assim como
as peroxidases, oxidando compostos como acido ascorbico e fenois, porém,
usando oxigénio (Sutic & Sinclair, 1991; Vidhyasekaran, 1997).

A atividade da maioria das polifenoloxidases quase sempre ¢ maior nos
tecidos infectados de variedades resistentes do que em plantas suscetiveis
infectadas ou plantas sadias ndo infectadas. Uma maior atividade das
polifenoloxidases possivelmente incrementa as concentragdes de produtos
toxicos resultantes da oxidagdo, aumentando, portanto, o grau de resisténcia a

infecgdo (Agrios, 2005).

2.4 Produtos naturais e sintéticos no controle de fitopatégenos
2.4.1 Acibenzolar-S-metil (ASM)

Identificado na década de 1990, o éster S-metil do 4cido benzo-(1,2,3)-
tiadiazole-7 carbotioico (ASM, Bion™) foi caracterizado como indutor de
resisténcia em diversas espécies vegetais, gerando consideravel 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
fisiologico/bioquimicos das plantas, com ativagdo da resisténcia sistémica aos
agentes patogénicos. Esse ingrediente ativo pertence a classe quimica

benzothiadiazole e é o primeiro representante de uma nova categoria de produtos
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utilizados na protegdo de plantas, também chamados de ativadores de plantas ou
indutores de resisténcia (Knight et al., 1997). O ASM ¢ capaz de atender as
necessidades de uma agricultura sustentavel, com maior produtividade,

qualidade e menor impacto econdmico e ambiental (Soares et al., 2004).

2.4.2 Agro-Mos® (mananoligossacarideo fosforilado)

O Agro-Mos”, produzido pela Improcrop do Brasil, é um fertilizante
foliar registrado no Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) sob n° PR 08869 10003-9, E.P./PR 08869-2, para as seguintes culturas:
alho, batata, cebola, citros, mamao, manga, meldo, melancia, tomate, pimentao,
uva e péssegos e aprovado pelo Instituto Biodindmico (IBD), sob n° A10049/08,
para uso em sistemas de produgdo orgénica, totalmente natural, cujo principio
ativo ¢ um mananoligossacarideo fosforilado proveniente da parede celular de
Saccharomyces cerevisiae 1026 (Hansen). A sua formula¢do contém um
biocomplexo de cobre totalmente disponivel para as plantas. O produto ¢
aplicado via pulverizagdo foliar, com duas formas de atuacdo no controle de
doengas de plantas: impedir a fixacdo de patdogenos sobre os tecidos das plantas,
por meio do filme formado pelo principio ativo € promover a reagdo ndo
especifica a patogenos (Fazenda Arizona, 2008; Costa 2008).

O Agro-Mos” ¢ 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 prote¢do do algodoeiro
contra a ramulose com aplicagio de Agro-Mos”, obtendo 41% de controle da
doenga, semelhante ao efeito do Ecolife®, mas inferior ao do ASM, que
controlou 82% da enfermidade. Dantas et al. (2004) avaliaram o potencial do
ASM e Agro-Mos” na protegio de frutos de mamdo contra antracnose,

podriddo-de-lasiodiplodia e podridao-de-fusarium. Os dois indutores foram

12



eficazes no controle dessas podriddes, entretanto, com a aplicagdo do ASM,
houve aumento na incidéncia das doengas apds quatro aplicagdes, o que ndo
ocorreu nos tratamentos com Agro-Mos®.

Resultados promissores com a aplicagio 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
de controle que associaram Agro-Mos 2000” e fungicidas promoveram melhor
controle de doengas, como requeima ¢ 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® ¢ um
bioestimulante vegetal baseado em extrato, que contém saponinas associadas a
micronutrientes atuando na divisdo celular, promovendo crescimento vegetativo
e auxiliando a planta a se proteger contra fatores externos de estresse. Em alguns
paises, existe a formulagio de Agro-Mos® + Crop-Set”, comercializada sob o
nome ISR-2000.

Agro-Mos” aplicado semanalmente em videiras da cultivar Merlot, na
dose de 3 mL L', reduziu a incidéncia do mildio (Plasmopara viticola), com
efeito similar ao das melhores doses de produtos a base de fosfito de potassio
(Resende et al., 2006).

Costa (2008) demonstrou que o referido produto atua duplamente sobre
o0 patogeno, por meio do efeito direto na protecdo e pela ativagdo de mecanismos
de indugdo de resisténcia, com o aumento das atividades das enzimas quitinase,

-1, 3-glucanase, peroxidase de guaiacol e oxidase de polifendis.
2.4.3 Fulland® (fosfito de cobre)

O Fulland® ¢ um fertilizante foliar fabricado pela Sudoeste Agropecus

Industria e Comércio Ltda., localizada na cidade de Araxa, MG. Contém em sua
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formulagio fésforo (P,Os) e cobre (Cu™™). E registrado no MAPA sob o n° MG
09147 10118 — 6, E.P./MG 09147 — 2, para as seguintes culturas: café, batata,
cenoura, videira, hortalicas e leguminosas.

O fosfito ¢ comercializado ha algum tempo na forma de etil fosfanato
(Fosetyl-Al) e, mais recentemente, como sal de potassio, sendo indicado no
controle de fungos do género Phytophtora e dos fungos de podriddes do colo,
raiz, tronco e frutos. Alguns autores acreditam que o fosfito, além da agdo direta
sobre o patdogeno, também apresente agdo indireta e induz resposta de defesa na
planta (Smillie et al., 1989; Jackson et al., 2000).

O Cu estda envolvido nos processos de fotossintese, respiragdo,
regulacdo hormonal e fixag@o do nitrogénio, de forma indireta e no metabolismo
de compostos secundarios. A deficiéncia de Cu causa altera¢cdes morfologicas ou
bioquimicas que favorecem a infec¢do de patégenos (Malavolta et al., 1997).
Sob deficiéncia deste micronutriente, existe menor lignificagdo dos tecidos. Essa
alteracdo da reducdo da lignificacdo da parede celular € a alteragdo anatomica
mais tipica da deficiéncia de Cu em plantas superiores, com deformacgdes de
folhas novas e aumento da susceptibilidade de cereais a patogenos,
particularmente em combinagdo com altos suprimentos de nitrogénio.

Além da redugdo da lignina, a deficiéncia do Cu pode, ainda, causar,
por questdo nutricional, perda do seu efeito direto como fungicida. O nutriente
pode também atuar como cofator na sintese de enzimas, inclusive aquelas
ligadas a patogénese, mais uma evidéncia da atuagdo destas substdncias no
processo de defesa das plantas. O Cu estd também envolvido na enzima Cu-Zn
superoxido dismutase (CuZnSOD), que estd diretamente envolvida no
mecanismo de detoxificagdo do superdxido gerado na fotossintese. Esta enzima
esta localizada, além dos cloroplastos, na mitocondria e nos glioxissomos. Neste
ultimo, a CuZnSOD possui fungdo de controle da peroxidagdo dos lipidios na

membrana e, portanto, na senescéncia. Outras enzimas importantes de que o Cu
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faz parte sdo a ascorbato oxidase, a lacase (responsavel pela sintese de
plastoquinonas) ¢ a fenolase (responsavel pela sintese de lignina, alcaloides e

outras) (Marschner, 1995).
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3 HIPOTESES CIENTIFICAS

a) E possivel induzir resisténcia a vassoura-de-bruxa em cacau
mediante aplicagdo de indutor em condi¢des de campo.

b) A ativagdo temporal de mecanismos de defesa dos cacaueiros contra
C. perniciosa pode ser obtida pelo tratamento com agentes bioticos

e/ou abidticos.
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4 MATERIAL E METODOS

Para o cumprimento dos objetivos propostos foram realizados trés

ensaios, os quais estdo descritos a seguir.

4.1 Experimento 1. Caracterizacdo de mecanismos bioquimicos envolvidos
na resposta de defesa de mudas de cacau pulverizadas com Agro-Mos®,
comparadas com aquelas pulverizadas com ASM (acibenzolar-S-metil)

4.1.1 Preparacdo do material vegetal e estabelecimento das condicGes para
crescimento em casa de vegetacéo
Neste experimento foram utilizadas mudas de cacaueiro (Theobroma

cacao L.), cultivar Catongo, provenientes de autofecundag@o. Portanto, eram
sementes brancas, cedidas pelo Centro de Pesquisas do Cacau, CEPEC-
CEPLAC, Itabuna, BA e ou Estacdo Experimental Filogonio Peixoto, ESFIP-
CEPLAC, Linhares, ES suscetiveis a vassoura-de-bruxa, cultivadas em bandejas
de isopor contendo o substrato Plantmax® e adubadas semanalmente com adubo
foliar Yogen® (10 g.L™"), intercalado com Dacafé Sul de Minas® (10 mL L™).
Durante os experimentos, essas mudas foram mantidas em casa de vegetagdo do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras
(DFP/UFLA), a temperatura de 25+3°C e umidade relativa do ar em torno de
90%, controladas por meio de um sistema automatizado de nebulizacdo

(condigdes ajustaveis em casa de vegetacdo).

4.1.2 Producdo de in6culo e inoculagdo das mudas

O in6culo foi obtido a partir de vassouras infectadas (ramos secos)
provenientes do CEPEC/CEPLAC, Ilhéus, BA. Essas vassouras foram mantidas
em vassoureiro sob regime de nebulizag¢ao periddica, para induzir a formagdo de

basidiocarpos. Os basidiosporos coletados em solucdo de glicerol 16%,
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conforme Frias et al. (1995), foram armazenados em nitrogénio liquido, para uso
posterior.

As inoculagoes foram procedidas ao final da tarde, com a deposigdo de
uma gota da suspensdo de basididsporos na concentragdo de 1x10° basidiésporos
vidveis/mL no meristema apical de cada muda com 30 dias de idade. Durante 48
horas ap6s o processo de inoculagdo, a umidade relativa do ar foi mantida
proxima a 100%, para propiciar condi¢des a penetracdo fungica, mantendo-se
goticulas de agua livre no apice de cada muda.

A percentagem de germinacdo (viabilidade) dos basididsporos foi
quantificada antes e depois da inoculagdo, em ldminas escavadas com trés
cavidades. As laminas contendo a suspensdo de basididosporos foram mantidas
em camara imida por 24 horas. Apds esse periodo, foram adicionados 30uL do
corante azul de lactofenol em cada cavidade e, posteriormente, foi determinada a
percentagem  de  esporos  germinados, sendo  amostrados 200
basidiosporos/cavidade (contagem realizada na linha do diametro da cavidade,

marcada com caneta na parte posterior da lamina).

4.1.3 Determinac0es enzimaticas

Os tecidos vegetais foram coletados (corte da parte acima do cotilédone,
acondicionamento em papel aluminio, identificagdo, imersdo em nitrogénio
liquido e armazenamento em “deep freezer” a -80°C), para posterior utilizagao.

Cada amostra foi triturada em nitrogénio liquido, +2 g de material
vegetal congelado, por meio de almofariz e pistilo até se conseguir uma
granulometria tipo pd fino. Posteriormente, adicionou-se o tampdo acetato de
sodio 50 mM pH 5,2 durante 3 minutos (10mL de tampdo para cada grama de
amostra) sobre um banho de gelo. Apos filtragdo em malha flexivel de
polietileno, a solucdo foi centrifugada a 12.000 x g, por 15 minutos e o

sobrenadante foi utilizado como fonte enzimatica. Proteina soluvel contida nos
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extratos foi aferida pelo ensaio de Bradford (1976), utilizando solugdes de
albumina sérica bovina (BSA) para fazer a calibragdo da curva padrdo do
reagente de Bradford.

A atividade de peroxidases de guaiacol (POX) foi determinada pela
adicdo de 10 pL do extrato enzimatico ajustado para 2 mL de uma solucdo
contendo 990 pL de acetato de s6dio 50 mM pH 5,2, 500 puL de guaiacol 20mM
e 500 pL peroxido de hidrogénio 60 mM. Apos incubagdo, a 30°C, por 10
minutos, a absorbancia foi medida a 480 nm (Urbanek et al., 1991). Uma
unidade POX foi expressa como variacdo de 1 ODygy por miligrama de
proteina soluvel por minuto (A4gonm mgP‘l. min'l).

A atividade da polifenoloxidase (PPO) foi determinada pela adicdo de
10pL do extrato enzimatico ajustado para 2 mL de uma solugdo contendo 990
pL de tampao fosfato de potassio, pH 6,5, 500 pL de catecol 20 mM e 500 pL de
agua ultrapura. Apos incubagdo a 30°C, por 10 minutos, foi medido o acréscimo
da absorbancia a 410 nm (Gauillard et al., 1993). A atividade da PPO foi
expressa pela variacdo de 1 ODy; por miligrama de proteina solavel por minuto
(A410nm rngP'l. rnin'l).

A atividade de quitinases (CHI) foi determinada pela adi¢cdo de 100uL
do extrato enzimatico ajustado para 320 uL. de uma solugdo contendo acetato de
sodio 50 mM pH 5,2 e 70 pL 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. Apods
incubagio a 35°C, por 80 minutos, as misturas foram acidificadas com 50 pL de
HCI 0,5N, resfriadas em banho de gelo por 10 minutos e centrifugadas, durante
10 minutos, a 1.450 g ¢ 4°C. Uma aliquota de 200 uL. 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
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pela variacdo de 1 OD492 por miligrama de proteina solivel por minuto (A 4950m
mgP"' min™).

A atividade da B-1,3-glucanase (GLU) foi medida seguindo método
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 incubagdo de
35°C, por 80 minutos. As amostras foram submetidas a agitagdo por 5 segundos
e, posteriormente, medidas fotometricamente, em filtro de 600 nm de um leitor
EIA. A atividade da GLU foi expressa pela variagdo de 1 ODg, por miligrama
de proteina soltvel por minuto (A ¢onm mgP'1 min'l). Todas as analises foram
realizadas em triplicatas.

Os tempos de coleta das amostras para a verificagdo das respostas de
defesa estdo descritos na Figura 1 (quatro repeti¢des de trés plantas cada/tempo
de coleta/tratamento). A inoculagdo de C. perniciosa foi realizada sete dias apos
a aplicacdo dos tratamentos. As amostras de tecidos tenros coletados foram
armazenadas em deep-freezer, a -80°C.

Foi utilizado o delineamento experimental de blocos casualizados, com
quatro blocos e parcela experimental composta de trés mudas de cacaueiros por

parcela em cada coleta. Foram realizadas oito coletas (Figura 1).
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l- Pulverizagao dos tratamentos.

C1 — (Coleta — C) Pulverizagéio com os tratamentos;
C2 - 0,5 dias apos a pulverizagdo com os tratamentos;
C3 - 2 dias apés a pulverizagdo com os tratamentos;
C4 — 4 dias apos a pulverizagdo com 0s tratamentos;

,l - Inoculag@o com C.p (7 dias apds a pulverizagio dos tratamentos).

C5 — 7 dias ap6s a pulverizagdo dos tratamentos;
C6 — 7.5 dias apés a pulverizagéio dos tratamentos

C7 — 9 dias apos a pulverizagfio dos tratamentos;
C8 — 11 dias apods a pulverizagiio dos tratamentos.

FIGURA 1 Epocas de coleta de amostras de tecidos de cacaueiro para analises
bioquimicas.

As respostas de defesa induzidas, na presenca ou ndo do patogeno,

foram avaliadas nas amostras coletadas dos seguintes tratamentos:

1. Agro-Mos® (10 mL L"), sem inoculagdo;
2. Agro-Mos” (10 mL L), com inoculagio;
3. ASM (0,2 g L"), sem inoculagio;

4. ASM (0,2 g L"), com inoculagio;

5. Testemunha sem inoculagéo;

6. Testemunha inoculada.
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4.2 Experimento 2. Avaliacdo de Agro-Mos® e Fulland® na protecdo de
plantas de cacaueiro contra a vassoura-de-bruxa em campo, no estado
do Espirito Santo

Testou-se o efeito do Agro-Mos® (mananoligossacarideo fosforilado

mais biocomplexo de cobre e zinco) e do Fulland” (fosfito de cobre) em campo,
como indutores de resisténcia contra a vassoura-de-bruxa (C. perniciosa). Este
ensaio foi realizado devido ao bom desempenho desses produtos em
experimentos realizados com mudas de cacaueiro, no periodo 2005-2007, em
casa de vegetagdo na Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG (Costa,
2008).

O experimento foi ser realizado, com o apoio da Estacdo Experimental
Filogonio Peixoto/Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira
(ESFIP/CEPLAC), em area com incidéncia de nivel trés de vassoura-de-bruxa,
fazenda Maria Bonita, escolhida na regido da cidade de Linhares, ES (onde se
localiza a referida estagdo experimental da CEPLAC).

O delineamento adotado foi de blocos ao acaso, com oito tratamentos e
quatro repeticdoes de 20 cacaueiros uteis cada, separados por duas fileiras de
plantas, como bordadura. A analise foi realizada em esquema fatorial 2 x 8 (duas
safras e oito tratamentos).

Apds a demarcagdo da area, foi efetuada a colheita de todos os frutos
visivelmente infectados, além dos frutos maduros sadios. Houve o cuidado de se
marcar com tinta os frutos ja formados antes da instalacdo do experimento, que
foram subtraidos nas avaliagdes seguintes. Também foi procedida uma limpeza
cuidadosa das plantas. Outras praticas culturais foram adotadas, como rogagem,
adubacdo, rebaixamento e individualizagdo das copas, conforme preconiza a
CEPLAC.

Os tratamentos utilizados foram:

1) Testemunha (removido e sem interferéncia quimica);
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2) Agro-Mos” (2,5mL L") =AM2,5mLL";
3) Agro-Mos® (50 mLL")=AMS5,0mL L";
4) Agro-Mos® (10,0 mL L") = AM10,0 mL L™;
5) Fulland® (2,5 mL L™);

6) Fulland” (5,0 mL L™);

7) Fulland® (10,0 mL L™);

8) ASM (0,2gL™);

Foram realizadas aplicagdes trimestrais (fevereiro, maio, agosto e
novembro) com pulverizador costal motorizado. O volume médio de calda por
planta, em se tratando de cacaueiros com aproximadamente 20 anos de idade, foi
estimado em 400 mL. Mensalmente, os frutos maduros sadios e todos os
infectados foram colhidos, a fim de se determinar a incidéncia da doenga nos
frutos e a producdo (numero de frutos). Também foi avaliado o numero de
vassouras vegetativas e de almofadas florais visivelmente infectadas por C.
perniciosa em cada planta de cada tratamento.

O ensaio foi conduzido, durante as safras 2007/08 e 2008/09, na
Fazenda Maria Bonita, localizada no municipio de Linhares, ES, no intuito de
demonstrar a eficiéncia dos fertilizantes foliares Agro-Mos® e Fulland® como

indutores de resisténcia para o controle da vassoura-de-bruxa do cacaueiro.

4.3 Experimento 3. Avaliacdo de Agro-Mos® na protecdo de plantas de
cacaueiro contra a vassoura-de-bruxa em campo, na regido sul do
estado da Bahia

Testou-se o efeito do Agro-Mos®™ em campo, como indutor de resisténcia

contra C. perniciosa, tendo em vista o excelente desempenho deste produto em
experimentos realizados com mudas de cacau, no periodo 2005-2007, em casa

de vegetacdo, na UFLA, em Lavras, MG (Costa, 2008).
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O experimento foi realizado, com o apoio da Comissdo Executiva do
Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC), em quatro areas (fazendas de
produtores) com alta incidéncia da vassoura-de-bruxa (Fazenda S&o José, Grupo
Canta Galo; Fazenda Sdo José, Grupo M. Libanio; Fazenda Itapissuma, Dr.
Renato Baiardi ¢ Fazenda Ubirajara, adm. José Celso), que foram escolhidas na
regido sul do estado da Bahia (Camaca, Itabuna e Gandu). Cada fazenda recebeu
0os trés tratamentos propostos. O delincamento adotado foi de blocos
casualizados, com quatro repeticoes (cada fazenda foi considerada como uma
repeticdo), sendo a area util de cada parcela composta por vinte plantas,
separadas por duas fileiras de plantas, como bordadura.

O ensaio foi conduzido de maio de 2007 a outubro de 2008, em quatro
fazendas produtoras de cacau situadas na regido sul do estado da Bahia. Para
analise dos dados, o tempo de execugdo do experimento foi dividido em trés
periodos de seis meses cada.

Apds a demarcacdo da area e antes da aplicacdo dos tratamentos, foi
efetuada a colheita de todos os frutos visivelmente infectados, além dos maduros
sadios. Houve o cuidado de se marcar com tinta os frutos ja formados antes da
instalagdo do experimento, que foram subtraidos nas avaliagdes seguintes.
Também foi feita a limpeza cuidadosa das plantas, procurando remover
possiveis fontes de indculo, como brotos ¢ almofadas florais infectadas. Outras
praticas culturais foram adotadas, como rogagem, adubacdo, rebaixamento e
individualizagdo das copas, conforme preconizadas pela CEPLAC.

Os tratamentos foram:
1) Testemunha (removido e sem interferéncia quimica);

2) Agro-Mos® (5 mL L™);
3) Agro-Mos® (10 mL L™).
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Foram realizadas aplicagdes trimestrais com pulverizador costal
motorizado. O volume médio de calda por planta, em se tratando de cacaueiros
com aproximadamente 20 anos de idade, foi estimado em 400 mL.
Mensalmente, os frutos maduros sadios e todos os infectados foram colhidos, a
fim de se determinar a incidéncia da doenga nos frutos e a producao (ntimero de
frutos). Também foi avaliado o nimero de vassouras vegetativas ¢ de almofadas
florais visivelmente infectadas por C. perniciosa, em cada planta de cada
tratamento.

O experimento foi conduzido no periodo de maio de 2007 a outubro de

2008.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Experimento 1. Caracterizacdo de mecanismos bioquimicos envolvidos
na resposta de defesa de mudas de cacau pulverizadas com Agro-Mos®,
comparadas com aquelas pulverizadas com ASM (Acibenzolar-S-Metil)

A atividade de peroxidases de guaiacol em plantas tratadas com Agro-

Mos e ndo inoculadas com C. perniciosa foi maior em relagdo a testemunha aos
0,5; 2;4 e 11 dias ap6s a pulverizagdo. Em plantas tratadas com ASM e nao
inoculadas, a atividade foi superior a testemunha aos 0,5; 2 ¢ 9 dias apds a
pulverizagdo (Figura 2A). Para plantas inoculadas, os tratamentos Agro-Mos” ¢
ASM diferiram entre si e da testemunha, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade, aos 7 e 11 dias apds a pulverizagdo, tendo o ASM apresentado
maior atividade em relagdo ao Agro-Mos” (Figura 2B).

Resultados semelhantes foram observados por Resende et al. (2007) em
mudas de cacaueiro, nas quais 0 ASM apresentou maiores atividades desta
enzima em relagdo a testemunha, no intervalo de 4 a 14 dias ap6s a pulverizagdo.
Cavalcanti et al. (2004), trabalhando com mudas de cacaueiro inoculadas com
Verticillium dahliae e pulverizadas com ASM, observaram pico de atividade de
peroxidases aos 13 dias ap6s a pulverizagao.

Metabolismos de auxina, biossintese de etileno, formacdo de lignina,
respiragdo, processos intermediados por luz, defesa de plantas contra patogenos,
crescimento e cenescéncia sdo alguns exemplos de processos fisiologicos nos
quais existe a participagdo de peroxidases de plantas (Datta & Muthukrishnam,

1999).
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FIGURA 2 Atividade de peroxidases de guaiacol (A) em mudas de cacaueiro
ndo inoculadas com C. perniciosa, aos 0; 0,5; 2; 4; 7; 7,5; 9 e 11
dias apos pulverizagdo (DAP). Tratamentos: ASM — Acibenzolar-S-
Metil, Agro-Mos® e 4gua (testemunha). Atividade de peroxidases de
guaiacol (B) em mudas de cacaueiro inoculadas com C. perniciosa,
aos 7; 7,5; 9 ¢ 11 DAP. Tratamentos: ASM (+) — Acibenzolar-S-
Metil, Agro-Mos® (+) e agua (+) (testemunha inoculada). A
inoculagdo ocorreu aos 7 DAP. O sinal (+) indica tratamentos
inoculados. A sigla (ns) significa que os tratamentos nao diferiram
entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias com mesma letra, em
cada época de avaliacdo, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
Barras de erros indicam o erro padrao da média.
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A atividade de polifenoloxidases na plantas ndo inoculadas sé
apresentou diferenca significativa aos 11 dias apos a pulverizagdo, quando o
Agro-Mos® diferiu estatisticamente da testemunha e do ASM, promovendo
maior atividade desta enzima (Figura 3A). Costa (2008) observou maior
atividade desta enzima em mudas tratadas com Agro-Mos® e ndo inoculadas
com C. perniciosa, aos 0,25; 2; 4 € 7,25 dias ap6s a pulverizagdo do produto.

Para plantas tratadas e inoculadas com o patdogeno, o Agro-Mos® e o
ASM diferiram da testemunha, mas nao diferiram entre si, aos 7 ¢ 11 dias apds a
pulverizagdo (Figura 3B). Em mudas tratadas com ASM e inoculadas, Costa
(2008) encontrou um pico de atividade da enzima aos 10 dias apds a
pulverizagdo com os tratamentos.

Segundo Leatham et al. (1980), as polifenoloxidases 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 patogenos e exibir atividade antimicrobiana.

A capacidade desta enzima em catalisar a producdo de quinonas toxicas
a insetos e patdogenos fez os pesquisadores acreditarem que esta enzima esta
envolvida em processos de defesa contra microrganismos e parasitas, a partir de

rompimento de tecido celular.
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FIGURA 3 Atividade de polifenoloxidases (A) em mudas de cacaueiro nao
inoculadas com C. perniciosa, aos 0; 0,5; 2; 4; 7, 7,5, 9 ¢ 11 dias
apos pulverizacdo (DAP). Tratamentos: ASM — Acibenzolar-S-
Metil, Agro-Mos® e 4gua (testemunha). Atividade de
polifenoloxidases (B) em mudas de cacaueiro inoculadas com C.
perniciosa, aos 7; 7,5; 9 e 11 DAP. Tratamentos: ASM (+) —
Acibenzolar-S-Metil, Agro-Mos” (+) e agua (+) (testemunha
inoculada). A inoculacdo ocorreu aos 7 DAP. O sinal (+) indica
tratamentos inoculados. A sigla (ns) significa que os tratamentos
nao diferiram entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias com
mesma letra, em cada época de avaliacdo, ndo diferem pelo teste
de Tukey (p<0,05). Barras de erros indicam o erro padrao da
média.
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Plantas ndo inoculadas e tratadas com Agro-Mos” apresentaram maior
atividade de quitinases aos 2, 4 ¢ 9 dias ap6s a pulverizagdo, quando comparadas
com a testemunha. Ja para o ASM foi observado que a atividade da enzima foi
superior aos 4, 7 ¢ 9 dias apds a pulveriza¢ao (Figura 4A). Resende et al. (2007)
observaram maior da atividade de quitinases aos 8 dias apds a pulverizacao, em
plantas de cacaueiro tratadas com ASM, quando comparadas a testemunha.

Para plantas tratadas e inoculadas, o Agro-Mos” diferiu da testemunha e
do ASM, apresentando maior atividade de quitinases somente aos 7 dias apos a
pulverizagdo. J4 o ASM diferiu significativamente dos demais tratamentos
somente aos 9 dias apds a pulverizagdo, promovendo maior atividade desta
enzima (Figura 4B). Costa (2008) observou que, em mudas tratadas com Agro-
Mos” e inoculadas, a atividade de quitinases foi maior que a testemunha aos
7,25 dias apos a pulverizag@o dos tratamentos.

Certas quitinases podem agir como quitosanases, além do fato de
existirem também quitosanases especificas induzidas em plantas em resposta a

fitopatogenos.
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FIGURA 4 Atividade de quitinases (A) em mudas de cacaueiro ndo inoculadas
com C. perniciosa, aos 0; 0,5; 2; 4; 7; 7,5; 9 ¢ 11 dias apods
pulverizagdo (DAP). Tratamentos: ASM — Acibenzolar-S-Metil,
Agro-Mos® e agua (testemunha). Atividade de quitinases (B) em
mudas de cacaueiro inoculadas com C. perniciosa, aos 7; 7,5; 9 ¢ 11
DAP. Tratamentos: ASM (+) — Acibenzolar-S-Metil, Agro-Mos®
(+) e 4agua (+) (testemunha inoculada). A inocula¢do ocorreu aos 7
DAP. O sinal (+) indica tratamentos inoculados. A sigla (ns)
significa que os tratamentos ndo diferiram entre si, pelo teste de
Tukey (p<0,05). Médias com mesma letra, em cada época de
avaliagdo, ndo diferem, pelo teste de Tukey (p<0,05). Barras de
erros indicam o erro padrdo da média.
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A atividade da B-1, 3-glucanase em plantas ndo inoculadas e tratadas
com Agro-Mos® foi superior & da testemunha aos 0,5; 2; 4; 7 ¢ 11 dias apds a
pulverizagdo do produto. J& para plantas tratadas com ASM a maior atividade
em relacdo a testemunha foi observada aos 2; 4; 7; 9 dias apos a pulverizacdo
(Figura 5A).

Para plantas inoculadas, s6 foi observada diferenca estatistica
significativa em relagdo aos demais tratamentos aos 9 dias ap6s a pulverizacao,
quando o ASM proporcionou maior atividade desta enzima (Figura 5B). Dantas
(2004) verificou, em mamoeiro, o aumento da atividade desta enzima apds a
aplicagdo de Agro-Mos" em pré e pos-colheita.

As B-1, 3-glucanases sdo enzimas que hidrolisam polimeros de B-1, 3-
glucana, compostos que, junto com a quitina, sdo os principais componentes que

dao resisténcia a parede celular dos fungos (Cornelissen & Melchers, 1993).
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FIGURA 5 Atividade da B-1, 3-glucanase (A) em mudas de cacaueiro nao
inoculadas com C. perniciosa, aos 0; 0,5; 2; 4; 7; 7,5; 9 ¢ 11 dias
apds pulverizacdo (DAP). Tratamentos: ASM — Acibenzolar-S-
Metil, Agro-Mos® e 4gua (testemunha). Atividade da B-1, 3-
glucanase (B) em mudas de cacaueiro inoculadas com C.
perniciosa, aos 7; 7,5; 9 e 11 DAP. Tratamentos: ASM (+) —
Acibenzolar-S-Metil, Agro-Mos® (+) e 4gua (+) (testemunha
inoculada). A inoculacdo ocorreu aos 7 DAP. O sinal (+) indica
tratamentos inoculados. A sigla (ns) significa que os tratamentos
ndo diferiram entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias com
mesma letra, em cada época de avaliagdo, ndo diferem pelo teste
de Tukey (p<0,05). Barras de erros indicam o erro padrdo da
média.

33



5.2 Experimento 2. Avaliacdo de Agro-Mos® e Fulland® na protecdo de
plantas de cacaueiro contra a vassoura-de-bruxa em campo, no estado
do Espirito Santo

Com relagdo a avaliacdo da incidéncia de ramos infectados (vassouras

vegetativas), observou-se que, na safra 2007/08, ndo houve diferenga estatistica
entre os tratamentos, enquanto na safra 2008/09 os tratamentos Agro-Mos® e
Fulland®, em todas as suas dosagens, diferiram estatisticamente da testemunha
(Tabela 1).

Costa (2008) observou que o Agro-Mos®, nas dosagens de 2,5; 5,0 e 10
mL L, apresentaram redugio significativa da incidéncia de vassoura-de-bruxa
em mudas de cacaueiro cultivadas em casa de vegetacdo. O tratamento padrao
de indugdo de resisténcia, ASM, ndo diferiu dos demais produtos testados em
nenhuma das safras. Ao se comparar as duas safras, observa-se maior incidéncia
da doenc¢a na safra 2008/09. Durante a safra 2008/09, o ASM nado diferiu
estatisticamente de todas as doses do Agro—M0s® e Fulland®, assim como da

testemunha (Tabela 1).

TABELA 1 Numero de ramos infectados (vassouras vegetativas), em fung¢ao dos
tratamentos aplicados e das safras avaliadas.

Vassouras vegetativas

TRATAMENTOS ]

Safra | TEST. Agro-Mos® Fulland® ASM
(mL/L) (mL/L) (g/L)

2,5 5 10 2,5 5 10 0,2

79,5 86 51,5 69,5 71 85,5 78,2 82,7

2007/08 bA aA aA aA aA aA aA bA
4297 130,75 | 65,25 128 151,5 | 189,25 | 103,7 239,0

2008/09 aA aB aB aB aB aB aB aAB

Me¢dias seguidas de mesma letra maitscula na linha e mintscula na coluna nao
diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

. ’1e ~ ®
Ao se realizar a analise de regressdo para os produtos Agro-Mos e
® . . R .
Fulland™ (Figura 6) relacionando-os com a incidéncia de vassouras vegetativas,

observa-se que a dose 5 mL L™ do Agro-Mos® promove redugdo do niimero de
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vassouras vegetativas, enquanto para o Fulland® a dose 10 mL L™ apresentou

melhor controle.

Vassouras vegetativas
[y
[6)]
o
|

Agro-Mos

y = 5,0023x? - 65,071x + 250,58
R? = 0,9909

0 2 4 6 8 10 12
Doses (mL/L)
Fulland
, 300 -
@ B
Z 250 ¢
8 y = 2,5214x? - 39,368x + 238,07
% 200 - R?=0,7916
>
g 150 -
S 100 -
7
©
L 50
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0 2 4 6 8 10 12

Doses (mL/L)

FIGURA 6 Numero de vassouras vegetativas em funcdo das doses de Agro-
Mos® (A) e Fulland® (B).

Com relagdo a incidéncia da doenga em almofadas florais, ndo houve

interagdo significativa entre as safras e os tratamentos. Os tratamentos néo
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diferiram entre si e nem da testemunha. Na safra 2008/09, foi observada um

maior numero de almofadas florais infectadas (Figura 7).

250 + b
200 -
150 -

100 +

Almofadas Florais Infectadas
al
o

o
|

2007/ 08 2008 / 09

Safra

FIGURA 7 Numero de almofadas florais infectadas para as safras 2007/08 e
2008/09. Colunas seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey (p=<0,05).

Ao analisar a incidéncia de vassoura-de-bruxa, tanto nos ramos quanto
nas almofadas florais (vassouras totais), observou-se que o produto Agro-Mos”,
na dosagem de 5mL L'l, diferiu estatisticamente dos demais tratamentos,
apresentando menor incidéncia da doenca (Figura 8). Também foi observada
diferenga significativa entre as safras, das quais a safra 2008/09 foi mais

favoravel ao desenvolvimento da doenga  (Figura 9).
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FIGURA 8 Numero de vassouras totais encontradas nos tratamentos. Colunas
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey

(p<0,05).
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FIGURA 9 Avaliacdo do niimero de vassouras totais em relacdo as safras
2007/08 e 2008/09. Colunas seguidas de mesma letra ndo diferem
entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Ao realizar a analise de regressio para as doses do produto Agro-Mos®,
relacionando com o nimero de vassouras totais, observou-se que a dose 5,0 mL

L™ promoveu maior redugdo da incidéncia da doenga (Figura 10).
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FIGURA 10 Numero de vassouras totais em fungio das doses de Agro-Mos®.

Com relagdo a eficiéncia dos tratamentos para o numero de vassouras

totais, observa-se que o tratamento Agro-Mos®, na dosagem de 5 mL L' foio

mais eficiente, com controle de 68,5% em relacdo a testemunha (Figura 11). O

Fulland® 10 mL L' e o ASM, apesar de ndo diferirem da testemunha,

apresentaram 59,1% e 46,3% de controle em relacio a testemunha,

respectivamente.
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FIGURA 11 Porcentagem de controle dos tratamentos em relacdo a testemunha

para o numero de vassouras totais.
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Nao foi observada diferenca significativa em relagdo ao nimero de
frutos maduros infectados com o fungo em nenhum dos tratamentos.

A safra 2008/09 apresentou maior niimero de frutos maduros infectados
em relagdo a safra 2007/08, devido as condi¢des climaticas favoraveis ao

desenvolvimento da doenga (Figura 12).
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FIGURA 12 Avaliagdo do nimero de frutos maduros infectados em relagdo as
safras 2007/08 e 2008/09. Colunas seguidas de mesma letra ndo
diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

A safra 2008/09, de maneira geral, apresentou maior produgdo de frutos
maduros sadios, apesar de ndo apresentar diferenga estatistica significativa.
Nenhum dos tratamentos apresentou diferenca significativa para nimero de
frutos sadios em relagdo a testemunha.

Quando se analisam em conjunto frutos maduros sadios e infectados
(frutos maduros totais) ndo foi observada diferenca estatistica significativa para
nenhum dos tratamentos € nem para as safras. A safra 2008/09 apresentou a

tendéncia de maior produgao.
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5.3 Experimento 3. Avaliacdo de Agro-Mos® na protecdo de plantas de
cacaueiro contra a vassoura-de-bruxa em campo, na regido sul do
estado da Bahia

Em relagdo a avaliagdo do numero de vassouras vegetativas, ndo foi

observada diferenga significativa para nenhum dos periodos e tratamentos
avaliados. Em experimento realizado por Almeida et al. (2002), ndo foi obtido
resultado de controle de vassoura-de-bruxa em ramos e almofadas florais
utilizando fungicidas a base de cobre. No entanto, Costa (2008), trabalhando
com mudas de cacaueiro em casa de vegetagdo, observou que mudas tratadas
com Agro-Mos” nas dosagens de 2,5; 5 ¢ 10 mL L e inoculadas com C.
perniciosas apresentaram menor incidéncia de vassouras vegetativas em relacdo
a testemunha.

Quando foi analisado o nimero de almofadas florais infectadas, ndo se
observou diferenca significativa entre os periodos avaliados. Entretanto, o
produto Agro-Mos” na dosagem de 10 mL L™ apresentou diferenca significativa
em relagdo a testemunha, reduzindo a incidéncia de vassoura-de-bruxa no
campo, seguido da dosagem de 5mL L', que ndo diferiu deste ¢ da testemunha

(Figura 13B).

350 - a
300 +
250 +
200 +
150 -

100 -

Almofadas Florais Infectadas

al
o
I

Testemunha AM 5 mL/L AM 10 mL/L

FIGURA 13 Numero de almofadas florais infectadas em fungdo das dosagens do
produto Agro-Mos”. Colunas seguidas de mesma letra ndo
diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Em relagdo a analise do numero total de ramos ¢ almofadas florais
infectadas (vassouras totais), observou-se que ndo houve diferenga significativa
para os periodos avaliados.

O Agro-Mos® na dosagem de 10 mL L™ diferiu estatisticamente da
testemunha, reduzindo a incidéncia de vassoura-de-bruxa, seguido pela dose 5
mL L™, que foi semelhante & testemunha (Figura 14). A dose 10 mL
L' do Agro-Mos® apresentou 54,1% de controle em relagdo a testemunha,

enquanto a dose 5 mL L™ apresentou 28,3% de controle (Figura 15).

700 -
600 -
500 -
400 -

300 +

Vassouras Totais

200 +

100 -

Testemunha AM 5 mL/L AM 10 mL/L

FIGURA 14 Numero de vassouras total em relacdo as dosagens do produto
Agro-Mos®. Colunas seguidas de mesma letra ndo diferem entre
si, pelo teste de Tukey (p<0,05).
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FIGURA 15 Porcentagem de controle dos tratamentos em relagdo a testemunha
para o numero de vassouras totais.

Para a analise de frutos maduros infectados observou-se diferenca
estatistica significativa para o periodo de novembro de 2007 a abril de 2008,
quando foi registrada uma menor incidéncia de frutos maduros infectados

(Figura 16).
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60 -
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40 1
30 1

20 + b

Frutos Maduros Infectados
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Mai/07 - Out/07 Nov/07 - Abr/08 Mai/08 - Out/08

FIGURA 16 Numero de frutos maduros infectados em relagdo aos periodos
avaliados. Colunas seguidas de mesma letra ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Nao se observou diferenca entre os tratamentos, sendo que a maior dose
de Agro-Mos® tende a apresentar menor niimero de frutos maduros infectados.

Na avalia¢do do numero de frutos maduros sadios ndo foram observadas
diferengas nem para as épocas nem para os tratamentos. No entanto, onde foi
aplicado o produto Agro-Mos”, as plantas tenderam a produzir maior niimero de

frutos sadios (Figura 17).

180 +
170 +
160 -

150 4

Frutos Maduros Sadios

140 -

130 A
Testemunha AM 5 mL/L AM 10 mL/L

FIGURA 17 Numero de frutos maduros sadios em relacdo aos tratamentos.
Colunas seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste
de Tukey (p<0,05).

Analisando em conjunto os frutos maduros sadios e infectados (frutos
totais), ndo se observou diferenca significativa entre os periodos e entre os
tratamentos avaliados (Figura 18). Entretanto, Agro-Mos® na dose 5 mL L’

apresentou maior niimero de frutos.
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FIGURA 18 Numero de frutos maduros totais em relagdo aos tratamentos.
Colunas seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste
de Tukey (p<0,05).
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6 CONCLUSOES

Em mudas de cacaueiro tratadas com o Agro-Mos” observou-se o
aumento da sintese de peroxidases de guaiacol, polifenoloxidases, quitinases, B3-
1, 3-glucanase, quando comparadas com a testemunha pulverizada com agua.

No estado do Espirito Santo, o Agro-Mos® reduziu a incidéncia de
vassoura-de-bruxa em plantas de cacaueiro na dosagem de 5 mL L™ (68,5% de
controle em relacdo a testemunha). A aplicagdo dos produtos ndo interferiu na
producdo das plantas do experimento.

O Fulland® ndo apresentou resultado consistente no controle da
vassoura-de-bruxa do cacaueiro e nem interferiu em sua produgdo.

No estado da Bahia, o Agro-Mos” reduziu a incidéncia de vassoura-de-
bruxa em plantas de cacaueiro na dosagem de 10 mL L', com 54,1% de controle
em relacdo a testemunha, respectivamente.

No periodo avaliado ndo foi possivel chegar a informagdes conclusivas

em relacdo a produgdo, sendo necessario um maior periodo de avaliagao.

45



7 CONSIDERACOES FINAIS

O Agro-Mos® pode ser considerado indutor de resisténcia contra
Crinipellis perniciosa.

A indugdo de resisténcia deve ser considerada como mais uma
importante ferramenta a ser inserida no manejo integrado da vassoura-de-
bruxa do cacaueiro e ndo vista como uma medida.

Torna-se necessaria a continuacdo deste estudo, de forma que se possa
avaliar com maior consisténcia a real eficiéncia do produto, visto que o mesmo
vem demonstrando grande potencial de controle da incidéncia da doenca, tanto

em casa de vegetagdo quanto em campo.
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