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RESUMO

CAVALCANTI, Leonardo Sousa. Indugio de resisténcia a Verticillium
dahliae Kleb. em plintulas de cacaueiro (Theobroma cacao L.) por
benzotiadiazole (BTH). Lavras: UFLA, 2000. 82p. (Dissertagio -
Mestrado em Fitopatologia)”

Mecanismos de defesa em plantas podem ser ativados como respostas a
variadas formas de estresse, seja por agentes abiéticos, como radiagdes e
ferimentos mecanicos, ou por agentes biéticos, como insetos e microrganismos.
Estas respostas podem se expressar pelo aumento na atividade de enzimas,
envolvidas na sintese de compostos toxicos, como fitoalexinas e fenélicos, ou
de polimeros relacionados com a estrutura fisica da parede celular vegetal, como
lignina e suberina. Em plantas resistentes, a ativagdo de genes de defesa ocorre
de forma rapida e coordenada, resultando em um eficiente processo de
contengio do desenvolvimento do patégeno. Porém, o mesmo nio acontece em
materiais suscetiveis, que sucumbem ao ataque de microrganismos patogénicos.
A resisténcia induzida (RI) representa uma altemativa promissora para a
utilizagdo de materiais suscetiveis, mas que possuem caracteristicas agronémicas
desejaveis, sem a alteragfio do genoma da planta. A molécula éster S-metil do
acido benzo-(1,2,3)-tiadiazole-7-carbotidico (BTH) promoveu grandes avangos
na utilizagdo da RI no manejo de doengas de plantas. Os objetivos do presente
trabalho foram identificar as melhores época de aplicagdo e dosagem do BTH e
estudar possiveis mecanismos, como produgio de fitoalexinas e aciimulo de
lignina e compostos fendlicos, envolvidos na resisténcia induzida em plantulas
de cacaueiro a Verticillium dahliae. Os experimentos foram conduzidos em
casa-de-vegetagdo e laboratorios do Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras, MG, Brasil. Para o sucesso da utilizagio da
indugdo de resisténcia, é necessario que a molécula elicitora seja aplicada na
€poca e dosagem correta, em cada interagdo. No estudo das melhores época de
aplicagéio e dosagem observou-se a predominincia da época de aplicagio sobre a
dosagem, sendo identificada a época referente a 15 dias antes da inoculagio do
patégeno como a melhor para a aplicagio do BTH. A produgio de fitoalexinas
ndo foi detectada nas condigbes e metodologia utilizadas neste estudo. As
atividades de peroxidases e polifenoloxidases foram superiores nas plantas
tratadas com BTH (com e sem a inoculagio de V. dahliae) em relagio as plantas
testemunhas e apenas inoculadas com o fungo, indicando uma efetiva
participagdo destas respostas de defesa na resisténcia de plantulas de cacaueiro a
V. dahliae.

“ Comité Orientador: Mério Licio Vilela de Resende - UFLA (Orientador) e Mério Sobral de
Abreu - UFLA.



ABSTRACT

CAVALCANTI, Leonardo Sousa. Induction of resistance to Verticillium
dahliae Kleb. in cocoa seedlings (Theobroma cacao L.) by
benzothiadiazole (BTH). Lavras: UFLA, 2000. 82p. (Dissertation -
Master Program in Phytopathology)”

Defense mechanisms in plants may be activated as responses to several
stress agents, by abiotic agents as radiation or mechanical wounding or by bictic
agents such insects and microganisms. These responses could be expressed as
increases in enzyme activities, envolved with toxic compounds synthesis like
phytoalexins and phenolics, or polymers related to physical structure of the plant
cell wall, such as lignin and suberin. In resistant plants, the defense gene
activation occurrs rapidly and coordenately, resulting in an efficient proccess of
pathogen growth impairment. However, the same responses do not occurs in
susceptible plants, which succumb to pathogen attack. The induced resistance
may be a promissing altemative for utilization of susceptible cultivars with good
agronomic characteristics, without plant genome modification. The substance
benzo—(1,2,3)-thiadiazol-7-carbotioic acid S-methyl ester (BTH) has promoted a
great advance in the utilization of induced resistance for plant disease
management. The purposes of the present study were to identify the best time of
application and dosages of BTH and to investigate the possible mechanisms of
defense activation, such as phytoalexin production and lignin and phenolic
compounds deposition, envolved in the induced resistance proccess in cocoa
seedlings to Verticillium dahliae. The experiments were carried out at the
greenhouse and laboratories of the Department of Plant Pathology of
Universidade Federal de Lavras, MG, Brazil. For induced resistance success it is
needed to spray the elicitor molecule on plants at the correct time and dosage, at
each plant-host interaction. It was observed a predominance of effect of time of
application over dosage, being found as best for BTH application, the time of 15
days before pathogen inoculation. Phytoalexin production was not detected
under conditions and methodology used in this study. Peroxidase and
polyphenol oxidase activities were higher in plants treated with BTH (with or
without inoculation with V. dahliae), when compared to control seedlings and
seedlings inoculated with the pathogen only, indicating an effective role of these
defense responses in induced resistance of cocoa seedlings to V. dahliae.

* Guidance Comittee: Mério Licio Vilela de Resende (Major Professor) and Mario Sobral de
Abreu - UFLA.
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CAPITULO 1

INDUGAO DE RESISTENCIA A Verticillium dahliae Kieb. EM
PLANTULAS DE CACAUEIRO (Theobroma cacao L.), CV.
THEOBAHIA, POR BENZOTIADIAZOLE (BTH)



1 INTRODUCAO GERAL

A constante necessidade humana de controlar as doengas ocorrentes em
plantas exploradas racionalmente tem ocasionado graves desequilibrios no
ambiente devido ao uso indiscriminado de defensivos quimicos, resultando na
contaminagio de alimentos, animais e reservas hidricas, ocasionando a redugdo
na qualidade e na expectativa de vida da populagdo mundial.

Além destas conseqiiéncias, a pressdo de selegio exercida no ambiente
pelo uso de defensivos ¢ pelo estreitamento da base genética das culturas tém
provocado o surgimento de novas ragas de patégenos, mais agressivas,
aumentando consideravelmente as perdas e os custos na producéo.

Diante disto, € necessirio que se busquem alternativas mais racionais
para um adequado programa de manejo de doengas de plantas através da
associacdo de medidas culturais, aplicagdo de defensivos quimicos, controle
biolégico e resisténcia genética, derivada da utilizagdio de cultivares resistentes,
obtidas em programas de melhoramento genético direcionados a realidades
locais.

Entretanto, um dos maiores obsticulos ocorrentes durante o
desenvolvimento de programas de melhoramento genético visando resisténcia as
doencas €, sem divida, a dificuldade de obtengio de materiais vegetais com
elevado nivel de resisténcia, aliada ao alto potencial de produtividade e
caracteristicas comerciais concernentes 4 maior aceitagio do produto. Todavia,
materiais que apresentam essas caracteristicas geralmente nio possuem genes de
resisténcia, ou os mesmos niio se expressam no tempo e local necessdrios a
ativagdo de respostas de defesa da planta. A fim de suplantar esta limitagdo, a
induciio de resisténcia vem sendo muito estudada atualmente, inclusive sendo

utilizada em escala comercial no intuito de se preservar o uso de cultivares com



alto potencial agricola, porém apresentando suscetibilidade a doengas
economicamente importantes.

A resisténcia induzida consiste no aumento do nivel de resisténcia por
meio da utilizagéo de agentes externos, sem qualquer alteragiio do genoma da
planta (Stadnik, 2000), ocorrendo de maneira ndo-especifica, através da ativagio
de genes de defesa que codificam para diversas respostas de defesa, tais como
proteinas PR (p. ex. quitinases e glucanases); enzimas envolvidas na rota de
sintese de fitoalexinas, como a fenilalanina aménia-liase; acimulo de lignina em
tecidos circunvizinhos ao local de penetragéio do microrganismo, entre outros.

Um grande avango na utilizagdo da induc#o de resisténcia ocorren apés
a identificacdo de uma nova molécula, o estér S-metil do acido benzo (1,2,3)
tiadiazol-7-carbotidico (BTH), que tem sido utilizado como indutor de
resisténcia em diversas espécies vegetais, como trigo, fumo, pepino, tomate e
Arabidopsis sp. Desta forma, a indugéio de resisténcia através da aplicagéio de
BTH necessita de estudos envolvendo outros patossistemas, visto que pode
representar uma ferramenta 1til em um programa racional ¢ eficiente de manejo
de doengas de plantas.

As limitagGes existentes a aplicacido de defensivos agricolas tradicionais
no cuitivo racional do cacau, aliadas i escassez de materiais vegetais com
elevado nivel de resisténcia, fazem com que a utilizacio da resisténcia induzida_
represente uma alternativa vidvel no combate is principais doencas desta
importante cultura. !

O presente trabalho teve como objetivos estudar a possibilidade do uso e
os possiveis mecanismos envolvidos na resisténcia induzida mediada pelo
benzotiadiazole a Verticillium dahliae Kleb., em plintulas de cacaueiro

suscetiveis a esse patégeno.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do cacau

O género Theobroma pertence a familia Sterculiaceae e consta de 20
espécies arbéreas perenes, estando incluidas, entre elas, algumas exploradas
racionalmente, como o cupuacuzeiro (T. grandiflorum) e o cacaueiro (T. cacao).
Esta ultima movimenta a gigantesca indistria do chocolate, extraido das
améndoas do seu fruto, que representa uma das principais fontes de divisas do
setor agricola brasileiro. No Brasil, o cultivo é realizado em dez Estados da
Unido, sendo a Bahia o principal produtor, seguido pelos Estados do Para,
Rondonia e Espirito Santo. O pais ji atingiu a posigio de segundo maior
produtor mundial nos anos 70, porém se encontra atualmente como quarto
maior produtor, estando atrds de Costa do Marfim, Gana e Indonésia (Niella,
1997).

Devido ao restrito conhecimento sobre a variabilidade genética desta
espécie, grandes dificuldades tém sido encontradas no melhoramento desta
cultura. Tais dificuldades restringem o uso do controle genético no combate a
doengas que siio responsaveis por elevadas perdas na producdio de cacau em
diversas regiSes produtoras. Dentre estas doengas, destacam-se a vassoura-de-
bruxa, causada por Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer, que ¢ a principal
doenga desta cultura, sendo responsavel por sérios prejuizos econdmicos e
sociais; a podriddo parda, causada por Phytophthora palmivora; e a murcha-de-
Verticillium, que tem como agente causal Verticillium dahliae (Luz et al., 1997).



2.2 A murcha de Verticillium

De natureza polifaga, V. dahliae pode atacar espécies como tomate,
pimentdo, berinjela e algoddo, causando sintomas tipicos de murcha vascular,
como aumento do dngulo de inser¢do das folhas em relagdo ao caule (epinastia)
e posterior amarelecimento, murchamento e necrose, com consequente morte ¢
queda das mesmas. Internamente, pode ser observado o tipico escurecimento dos
vasos do xilema devido ao aciimulo de pigmentos fenolicos oxidados, liberados
pelas células parenquimiticas adjacentes ao xilema no interior dos vasos. Este
sintoma ocorre desde a raiz até as nervuras, embora seja mais facilmente
visualizado na regido do caule, pela exposicio do lenho infectado, através de
cortes transversais e longitudinais (Resende, 1994; Luz et al., 1997).

O género Verticillium estd classificado atualmente como fungo
mitosporico, pertencente a ordem Moniliales, familia Moniliaceae, tendo como
principais espécies V. dahliae e V. albo-atrum, que sio distinguidas
taxonomicamente pela presenga de microesclerédios na primeira. Apresenta
conidios unicelulares hialinos isolados ou agrupados, formados em conidiéforos
também hialinos, eretos, com ramificagdes verticiladas (Menezes e Oliveira,
1993).

Em cacaueiro, a murcha de Verticillium representa um sério fator
limitante da producdo em algumas das principais regides produtoras do mundo,
principalmente em condigSes de deficiéncia hidrica, com periodos prolongados
de seca e posterior reabastecimento do suprimento de agua do solo (Almeida,
Almeida e Lima, 1993). O patdgeno requer temperaturas em torno de 25 a 28°C
e condi¢gdes de umidade moderadas, podendo ser totalmente inibido em
temperaturas pouco mais altas (30° C) e umidade relativa do ar elevada
(Resende, Flood e Cooper, 1995).

Fragmentos de plantas infectadas podem constituir fonte de inéculo para

plantas sadias, uma vez que o fungo pode sobreviver em tecidos vegetais ou no



solo, na forma de microesclerédios, por longo periodo de tempo. O manejo desta
doenca esti fundamentado na utilizagio da resisténcia genética, associada a
medidas culturais, como o uso de mudas isentas do patdgeno, eliminagio de
residuos vegetais infectados, irrigagdo e adubagdio equilibradas, e aplicagio de
fungicidas sistémicos. O controle quimico pode ser utilizado de forma curativa,
uma vez a doenga normalmente ocorre em reboleiras, 0 que permite um controle
local, visando evitar a disseminagéo do patdgeno para plantas proximas aquelas
infectadas. ( A aplicacdo de fungicidas de maneira generalizada torna-se
economicamente invidvel devido & impossibilidade de controlar um fungo de
solo em um cultivo perene (Resende, 1994; Luz et al., ]997).)

Apesar da resisténcia genética ser a base para o manejo desta doenga,
reduzido nimero de cultivares apresentam satisfatério nivel de resisténcia aliado
a caracteristicas agronomicas desejaveis.

A resisténcia induzida pode, diante destas dificuldades, representar uma
importante alternativa adicional para o manejo desta importante doenga da

lavoura cacaueira.

2.3 Resisténcia induzida

Os primeiros relatos sobre indugéo de resisténcia a patégenos datam de
1901, em trabalhos realizados por Ray e Beauverie, ambos com a interagiio
Botrytis cinerea x Begonia sp. (Kessman et al., 1994). Apesar da existéncia de
outros estudos nas cinco décadas subsequentes, somente em 1961 a resisténcia
induzida foi alvo de andlise mais detalhada, através da pré-inoculagio de plantas
de fumo com o virus do mosaico do fumo. Tal procedimento conferiu protegiio
contra outros virus (Ross, 1961) e resultou na concep¢do do termo "resisténcia
sistémica adquirida (SAR, systemic acquired resistance), designando as

respostas de defesa induzidas de forma sistémica pela interagio com fatores



externos, como radiacdo ultravioleta, produtos quimicos e estruturas de
microrganismos (Ryals er al.,1996).

Um grande ntimero de espécies vegetais tem demonstrado capacidade de
desenvolver resisténcia sistémica adquirida apés estimulo por um elicitor, sendo
esta resposta geralmente inespecifica, conferindo resisténcia a uma série de
patégenos (Morris ef al., 1998).

Dentre as espécies vegetais cultivadas, o fumo (Nicotiana tabacum L)é
uma das mais estudadas no ambito da resisténcia induzida, havendo relatos em
interagSes com patégenos fiingicos, como Peronospora parasitica, Cercospora
nicotianae e P. tabacina, os virus da necrose (TNV) e do mosaico (TMV) do
fumo e as bactérias Pseudomonas syringae pv. tabaci e Erwinia carotovora
(Vernooij et al., 1995).

Plantas de pepino também vém sendo muito utilizadas, apresentando
rapidas e eficientes respostas de defesa quando pré-inoculadas com elicitores, a
Colletotrichum lagenarium, P. lacrymans (Siegrist, Jeblick e Kauss, 1994;
Kunz, Schurter ¢ Maetzke, 1997), Pythium ultimum (Benbamou e Bélanger,
1998b) e Sphaerotheca fuliginea (Daayf, Schmitt e Bélanger, 1997).

A Em tomateiro, a resisténcia induzida tem sido muito estudada,
principalmente nas interagies com Phytophthora infestans (Kunz, Schurter e
Maetzke, 1997; Anfoka e Buchenauer, 1997) e Fusarium oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici (Benhamou, Lafontaine e Nicole, 1994; Benhamou e
Lafontaine, 1995; Benhamou e Bélanger, 1998a).

Quanto ao aspecto molecular, diversos modelos tém sido propostos para
um methor entendimento da interagio planta-patégeno (Gabriel e Rolfe, 1990),
possibilitando inclusive a compreensdo das consequentes alteragbes na planta
decorrentes do processo de indugdo de resisténcia. ,

Na maioria destes modelos, evidencia-se a necessidade de ocorréncia da
interacdo entre uma molécula elicitora e um receptor na planta (Ebel e Mithéfer,



1998). Para que ocorra a ativa¢do coordenada dos genes de defesa de maneira
que a planta possa se defender do ataque de um patégeno qualquer, é necessario
o reconhecimento, por parte da planta, de um produto codificado pelo patégeno,
como proteinas, peptideos, oligo ou polissacarideos (Young, Shah e Klessig,
1997). Com a interagdo entre tais elicitores e os receptores, geralmente
codificados pelos genes de resisténcia da planta, terdo inicio processos como
fosforilagio de proteinas, fluxo de ions, liberagdo de espécies reativas de

oxigénio, configurando a etapa de transdugdo de sinais. Além destes processos

\ primarios de sinalizagdo, ocorre o acimulo de moléculas secundirias, que

podem desencadear um processo generalizado de defesa na tentativa de bloquear

’\ o desenvolvimento do patdgeno, confinando-o ao local de penetragdo (Dixon,

P
'

-

|
|

i

Harrison e Lamb, 1994).

2.4 Sinalizac@io no processo de resisténcia induzida

A dlferenc;a determinante entre resisténcia e suscetibilidade estd na

;capacldade das plantas reconhecerem o patogeno invasor e ativarem, de maneira
/ rapida e efetiva, seus mecanismos de defesa (Yang, Shah e Klessig, 1997). A

ativagdo ripida e coordenada de genes que governam esses mecanismos
possibilitard a expressdo da resisténcia (Ward ef al., 1991), através da restricio
do crescimento do patdgeno, confinando-o a uma pequena area ao redor do local
de penetragio (Klessig € Malamy, 1994). Tal restrigio pode ser devida a necrose
localizada, caracterizada por reagio de hipersensibilidade ou pela ocorréncia de
alteragGes estruturais e bioquimicas nas células adjacentes ao sitio de infecgo.
Essas alteragGes podem ser caracterizadas pelo aumento da atividade de enzimas
como a fenilalanina aménia liase (PAL), peroxidase (envolvidas na sintese de
fenilpropanéides e lignina), acimulo de calose e compostos fenélicos, sintese de

glicoproteinas ricas em hidroxiprolinas, produ¢do de inibidores de proteinases, e



de enzimas hidroliticas como B-1,3-glucanases e quitinases, além de liberagdo de
espécies reativas de oxigénio, como O, e H,0,(Gilchrist, 1998).

Quando este complexo processo de defesa ocorre em plantas
naturalmente suscetiveis ou com baixo nivel de resisténcia apenas, devido ao
tratamento com agentes elicitores, 0 mesmo tem sido denominado de
“resisténcia sistémica adquirida” (SAR) (Ryals et al., 1996).

Para que plantas com um sistema de defesa supostamente ineficiente
. possam se defender do ataque de um patogeno em potencial, ¢ necessdrio que
l ocorra a prévia ativacdio deste sistema, através da interagdo entre receptores,
! geralmente localizados na membrana plasmatica vegetal, ¢ moléculas elicitoras
capazes de sinalizar para o processo de defesa. O sucesso do processo de
resisténcia sistémica adquirida parece estar relacionado a capacidade de geracdo,
por parte das plantas, de uma molécula sinaliza;!ora secundaria, responsavel pela
amplificagdo dos sinais primarios de reconhecimento (Yang, Shah e Klessig,
1997), possibilitando a traduciio destes sinais em respostas de defesa que
ocorrem em células distantes do sitio de infec¢io (Klessig e Malamy, 1994).

O écido salicilico (AS) tem sido apontado como um possivel sinal
endégeno secundirio (Conti ef al., 1996; Sticher, Mauch-Mani e Métraux, 1997)
devido ao seu aumento em plantas inoculadas com agentes infecciosos ou
tratadas com compostos quimicos, e a alta correlagdo entre a concentragdo de
AS e a resisténcia a doengas.

Evidéncia conclusiva sobre o envolvimento do AS na resisténcia
sistémica adquirida foi relatada por Gaffney ef al. (1993) através da
transferéncia do gene nahG, isolado de P. putida, para plantas de fumo. Este
gene codifica para a enzima salicilato hidroxilase, que converte 0 AS em catecol,
0 qual nfio apresenta capacidade de induzir respostas de defesa. As plantas

transformadas néio acumulavam AS e, paralelamente, niio apresentavam



resisténcia induzida, sendo, consequentemente, suscetiveis ao ataque de
patégenos. ‘

Outra forte evidéncia de que o AS apresenta alta correlagio com a
expressdo de SAR ¢ obtida pelo estudo da rota biossintética do AS, que se
origina da fenilalanina, a qual é convertida em 4cido trans-cindmico pela PAL,
enzima-chave na rota de fenilpropandides e lignina. A partir de rotas oxidativas
e ndo oxidativas, o dcido cinimico ¢ convertido a acido benzéico, que é
hidrolizado na posigéo C-2 do carbono estrutural, reagdo catalisada pela enzima
BA2H (2-hidroxilase do dcido benzoéico), formando o AS (Ryals et al., 1996).
Através da utilizagdo do dcido 2-aminoindano-2-fosfénico (AIP), um potente
inibidor da atividade da PAL, Mauch-Mani e Slusarenko (1996) obtiveram o
bloqueio da rota de sintese de fenilpropandides, com consequente mudanga na
reacdo de plantas de Arabidopsis resistentes a P. parasitica. Com a aplicaggio
exégena de AS, os efeitos do AIP sobre a resisténcia das plantas foram
revertidos, o que torna notéria a fungiio da PAL em gerar precursores do AS e a
participacdo deste no processo de resisténcia sistémica adquirida.

Apesar destas evidéncias, a correlagdo entre SAR e acimulo de AS, |
embora seja relatada em grande nimero de interagdes, parece ndio ocorrer de
forma generalizada, uma vez que a ativagio de genes de defesa pode ocorrer
através de rotas independentes do AS (Penninckx et al., 1996; Vallélian-
| Bindschedler, Métraux e Schweizer, 1998; Vidal et al., 1998).

O modo de agdo e a translocagio do AS no processo de SAR continua
desconhecido até o presente momento, o que dificulta o entendimento do papel
deste composto no metabolismo vegetal de plantas que apresentam a capacidade
de expressar este tipo de resisténcia. Alguns autores relatam um significativo
aumento do AS em tecidos vegetais ndo infectados e distantes do sitio de
infecgdo, como em plantas de pepino inoculadas com TNV, nas quais se

verificou um aumento de 50 % na concentragio de AS em tecidos sadios,
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sugerindo que este seja translocado a partir do ponto de infecgdio para outras
partes da planta (Molders, Buchala e Métraux, 1996). Entretanto, fortes
evidéncias apresentam uma tendéncia & ndo aceitagdo desta afirmagdo como
regra. Rasmussen, Hammerschmidt e Zook (1991), também trabalhando com
plantas de pepino, verificaram a expressio de SAR, mesmo ap6s a retirada de
folhas inoculadas com P. syringae pv. lacrymans, previamente ao acimulo de
AS no floema das plantas, indicando que outra molécula sinal tenha translocado
e sido responsével pela ativagdo de genes relacionados a SAR. Recentemente, o
AS tem sido relatado como um possivel inativador de um regulador negativo de
SAR, a proteina SNI1, que suprime a Nprl, uma outra proteina, da qual a
resisténcia sistémica adquirida, induzida por patégenos necrotréficos ou por AS,
¢ altamente dependente (Carrington ef al., 1999). Em infecgdes virais, o AS
parece néo sé estar relacionado com a interferéncia no processo de replicagédo
como também, na restricio do movimento das particulas virais nos tecidos
vegetais (Naylor ef al, 1998). A falta de conhecimentos sobre a sintese e a
degradagdo do AS pela planta contribui para que o modo de agdo e a
translocagdo deste importante composto permanega uma incognita no d&mbito do
processo de resisténcia sistémica (Ryals ef al., 1996).

O écido jasménico e seu éster metil também tém sido relatados como
possiveis mensageiros secundérios na sinalizagio para a resisténcia sistémica
adquirida (Sticher, Mauch-Mani e Métraux, 1997). O papel e o envolvimento do
jasmonato no processo de sinalizagdo, como uma molécula secundaria,
permanecem contraditérios. Mitchell e Walters (1995) verificaram o aumento na
atividade das enzimas fenilalanina aménia-liase (PAL), peroxidases (POs) e
lipoxigenase (LOX), relacionadas a produgsio de fitoalexinas e lignina, além da
formagdo de papilas no sitio de penetragio, na interaciio cevada x E.graminis f.
sp. hordei, através da aplicagdo de jasmonato em folhas de plantas jovens. A
producdo de fitoalexinas ¢ o acimulo de acido jasmdnico também foram



observados em suspensdo de células de arroz tratadas com o elicitor N-
acetilquitoheptaose. [Este tratamento induziu o acimulo de jasmonato
previamente a proddgio de momilactona A, a principal fitoalexina produzida em
arroz. A inibigdo da rota biossintética do jasmonato pela aplicagio de um
inibidor, o ibuprofen, reduziu significativamente a produgdo de momilactona A,
a qual foi restabelecida através da aplicagio de acido jasmonico exdgeno (Nojiri
et al., 1996). Embora estes resultados indiquem a participagio deste composto
na sinalizagdo, alguns autores niio observaram qualquer evidéncia significativa
que confirme o envolvimento do jasmonato no processo de sinalizagiio para
resisténcia induzida (Schweizer, Gees e Mdsinger, 1993; Kogel ef al., 1994).

Outro composto que possivelmente funciona como sinal endégeno no
processo de resisténcia sistémica adquirida € o etileno, entretanto este fato ainda
néo estd comprovado. A inibi¢do da rota de sintese deste horménio através da
utilizagdo de um potente inibidor, a aminoetoxivinyiglicina (AVG), néio alterou a
indugdo de B-1,3-glucanase e quitinase em vagens de ervilha, sugerindo que a
producdo pds-infeccional de etileno mais, do que uma causa de respostas de
defesa, pode ser apenas um sintoma indireto da doen¢a (Mauch, Hadwiger ¢
Boller, 1984).

Sinais elétricos induzidos por ferimentos e um peptideo, constituido de
18 aminoacidos, denominado sistemina, que € produzido em respostas a ataque
de insetos, também tém sido propostos como sinais endégenos capazes de ativar
mecanismos de defesas, como a producdo de inibidores de proteinases (Sticher,
Mauch-Mani e Métraux, 1997). Porém, tal proposicdo necessita de maiores
estudos, inclusive relacionados a um possivel envolvimento na resisténcia

induzida.
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2.4 Resisténcia induzida por agentes de origem natural

Diversas moléculas de origem natural ou sintéticas vém sendo utilizadas
na indugéo do processo de defesa de plantas a uma variada gama de patdgenos.

As moléculas naturais utilizadas como indutores de respostas de defesa
sdo geralmente oligossacarideos da parede celular de patégenos como glucanas,
~ derivados de quitina, glicoproteinas, peptideos, e ainda polissacarideos da parede
celular vegetal (Hann, 1996).

As glucanas, constituidas de um polimero de unidades de glucose, estio
presentes como um dos principais componentes na parede celular de todos os
organismos pertencentes ao reino Fungi, excetuando os fungos do filo
Zygomycota, que apresentam basicamente quitina e quitosana na sua parede
celular (Deacon, 1997).

Resisténcia a algumas viroses tem sido conferida a espécies de fumo
(Nicotiana spp.) através da utilizagio de glucanas, extraidas principalmente da
parede celular de espécies de Phytophthora. Heinkel et al. (1992), utilizando a
micolaminarana, uma fB-1,3-glucana obtida da parede celular de P. megasperma
Drechs. f. sp. glycinea, observaram a inibigso de infecgdo inicial de plantas de
N. tabacum e N. glutinosa pelo virus do mosaico do fumo (TMYV), reduzindo
também a severidade do ataque dos virus do mosaico da couve-flor (CaMV) e
do vira-cabega do tomateiro (TSWV) em plantas de Datura stramonium quando
este elicitor foi aplicado em conjunto com o inéculo.

Estudando uma outra glucana purificada de P. sojae na produgdo de
fitoalexinas isoflavonéides, Cosio et al.(1996) constataram o acimulo de
quievitona, medicarpina, pisatina e gliceolinas em plantas de feijdo, alfafa,
ervilha e soja, respectivamente. Os autores evidenciaram ainda uma alta
afinidade deste elicitor com proteinas da membrana plasmética de células destas
espécies, ratificando, desta maneira, a ocorréncia de interagdo do tipo elicitor-

receptor.
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Glucanas extraidas da parede celular de fungos possuem uma alta
afinidade com os sitios receptores da membrana plasmatica vegetal. Além disto,
estes elicitores apresentam uma capacidade inerente de, mesmo em baixas
concentragGes, ativar respostas de defesa na planta. Tal capacidade apresenta
uma alta especificidade, uma vez que glucanas de bactérias simbiontes, como
Bradyrhizobium japonicum, ndo ativam tais respostas, podendo inclusive atuar
como supressores quando associadas a elicitores fiingicos (Mithéfer et al.,
1996).

Ap6s a interacdo entre elicitor e receptor, ocorre a secregéio, por parte da
planta, de enzimas degradadoras de parede, como a [-1,3-endoglucanase,
ocorrendo a degradagao da parede celular fiingica, com a consequente liberagio
de grande quantidade de glucanas, o que ird desencadear uma série de
mecanismos, dentre eles a produ¢fio de enzimas envolvidas na rota de sintese de
fitoalexinas e lignina, como a fenilalanina aménia-liase (PAL), acimulo de
calose e compostos fendlicos e produgdo de outras enzimas envolvidas na
patogénese, como quitinase, polifenoloxidase e peroxidase (Okinaka et al.,
1995).

Derivados de quitina, um polimero de N-acetilglucosamina, também sdo
constituintes da parede celular da maioria dos fungos, e podem induzir respostas
de defesa em diversas espécies vegetais. Um dos mais utilizados ¢ a quitosana,
um polimero de unidades de (-1,4-glucosamina, que tem sido relatado como
potente indutor de respostas de defesa, inclusive apresentando maior eficacia
que as glucanas extraidas de Phytophthora spp. Esta superioridade evidencia-se
com a mais rapida indugdo do processo de explosdo oxidativa devido,
possivelmente, ao mais alto grau de polimerizagio em relagéo as glucanas, o que
aumenta a possibilidade da ocorréncia de interagdo com os sitios receptores da

membrana plasmatica vegetal (Kauss, Jeblick e Domard, 1989).
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A inducdo de resisténcia mediada por quitosana tem sido relatada em
diversas interacées pela ativagio de mecanismos de resisténcia como produgio
de quitinases e B-1,3-glucanases, fitoalexinas e compostos fendlicos (p.ex.
cumarina) (Conrath, Domard e Kauss, 1990; Benhamou, Lafontaine e Nicole,
1994), que tém sido relatados nos estudos de indugdio de resisténcia com
compostos derivados de quitina. Outra resposta comumente relatada em estudos
utilizando quitosana é a formagio de caloses, que consistem no actimulo de
glucanas no tecido vegetal (Kauss et al., 1994). Este mecanismo foi observado
em plantas de tomate (Benhamou, Kloepper e Tuzun, 1998; Benhamou,
Lafontaine e Nicole, 1994) e soja (Kohle, Young e Kauss, 1984), sendo o
mesmo altamente dependente de calcio (Kohle ef al., 1985), concomitante 2 alta
capacidade da quitosana em liberar este elemento das células vegetais (Young e
Kauss, 1983).

Outros derivados de quitina, como N-acetiloligosacarideos, que possuem
um nivel de polimerizacdo mais baixo que quitosana, também mostraram-se
eficientes em ativar a expressio de genes que codificam para proteinas de defesa
em plantas de importincia agricola como cevada (Kaku et al.,1997) e arroz
(Kuchitsu, Kikuyama e Shibuya, 1993; He et al., 1998).

Compostos de natureza glicoprotéica também foram isolados de células
de diversos patdgenos e relatados como capazes de induzir respostas de defesa,
como lignificacdo, producio de fitoalexinas e de compostos fendlicos
(Vidhyasekaran, 1997). Em estudos com a plantas de trigo, Kogel er al.(1989)
também detectaram a lignificagio dos tecidos em resposta ao tratamento com
uma glicoproteina isolada de Puccinia graminis f. sp. tritici. Em plantas de
algoddo, uma glicoproteina purificada de V. dahliae também foi capaz de induzir
o acimulo de fitoalexinas (Davis, Low e Heinstein, 1998).

Porém, os elicitores que mais tém chamado a atengdo dos pesquisadores

séo peptideos purificados de Cladosporium fulvum, na interagdo com tomateiro.



Estes elicitores, denominados avr4 e avr9, somente se expressam na presenga do
hospedeiro, apresentando alta especificidade e correspondéncia com os genes
Cf-4 e Cf-9 do tomateiro. Esta interagdo caracteriza um modelo tipicamente
gene-a-gene, € a sua descoberta tem contribuido significativamente para o’
entendimento da base molecular da resisténcia (Laugé e De Wit, 1998)

Peptideos apresentando alta capacidade elicitora também foram isolados
de varias espécies de Phytophthora, sendo denominados elicitinas, como a
criptogeina (P. cryptogea), cinamonina (P. cinnamomi), capsiceina (P. capsici) e
parasiticeina (P. parasitica) (Pernollet et al., 1993).

A importincia desses elicitores na patogénese pode ser ilustrada com um
recente estudo realizado por Tepfer et al. (1998) sobre a interagdo Phytophthora
x fumo. Os autores, através da inser¢io em plantas de fumo de um gene que
codifica para B-criptogeina, um potente elicitor produzido pela maioria das
espécies de Phytophthora, obtiveram resisténcia a Ph. parasitica var. nicotianae,
que naturalmente nio produz este elicitor, sendo patogénico a Nicotiana spp. Ou
seja, a auséncia da capacidade de produzir este elicitor representa uma
caracteristica co-evolutiva desta espécie filngica com a planta, sendo um fator
determinante da sua patogenicidade.

Uma outra area de estudo que vem apresentando grandes avangos é a
indugdo de resisténcia por microrganismos vivos, principalmente por bactérias
classificadas como "Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas"
(PGPR's) (Romeiro, 2000). A maneira como estes organismos atuam sobre
patdgenos ainda parece estar indefinida no meio cientifico, porém sabe-se que,
além do efeito direto sobre alguns patégenos, as PGPR's podem ter um papel
fundamental na ativagdo de respostas de defesas sistémicas e inespecificas, em
um processo de indugdo de resisténcia que se apresenta fenotipicamente
semelhante a SAR, denominado "resisténcia sistémica induzida (ISR)". Embora

|SAR e ISR apresentem quadros finais de respostas similares, os mecanismos
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bioquimicos que sdo ativados, como também a molécula enddgena de }
sinalizaciio no processo de SAR, parecem diferir daqueles ocorrentes em ISR. ;
Em SAR ocorre a produgio e acamulo de proteinas relacionadas & patogénese, \
sendo este processo dependente da sinalizagio mediada pelo acido salicilico,
enquanto em ISR ndo ocorre o aciimulo de tais proteinas e a molécula enddgena

de sinalizagdo parece nio ser o cido salicilico, sendo possivelmente relacionada

a outras moléculas, como etileno e dcido jasmdnico (van Loon, Bakker e
Pieterse, 1998).

2.5 - Resisténcia induzida por agentes sintéticos
A indugio de mecanismos de defesa associados a SAR dcpendc,B

primordialmente, de que ocorra uma rapida e coordenada ativagdo de genes de
defesa (Ward et al., 1991). Compostos de natureza sintética também podem
levar & ativagio destes genes, conferindo resisténcia a plantas de forma similar
aos indutores biéticos (Kessmann ef al., 1994).

Uma das principais caracteristicas dessas substincias & a auséncia de
atividade antimicrobiana (Kunz, Schurter e Maetzke, 1997), divergindo dos
quimicos tradicionalmente utilizados no controle de fitopatogenos, os quais
implicam em maiores riscos ao ambiente e ao surgimento de novas ragas deum
patogeno, resistentes ao principio ativo destes compostos antimicrobianos. -

O dcido salicilico (Figura 1) foi um dos primeiros compostos a serem
utilizados, estando envolvido em variados processos do metabolismo vegetal,
atuando inclusive como sinal enddgeno no florescimento, respiragio e
resisténcia a doencas (Klessig ¢ Malamy, 1994). Apesar de estar envolvido na
ativagdo das respostas de defesa (Chen, Silva e Klessig, 1994), este composto
apresenta caracteristicas que inviabilizam o seu uso extensivo como indutor de
resisténcia: 1) embora participe do processo de resisténcia sistémica adquirida,

possivelmente nio ¢ a molécula que transloca no processo de sinaliza¢do
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(Vernoij et al.,1994; Shulaev, Leon e Raskin, 1995) e 2) apresenta
caracteristicas fitotoxicas em algumas espécies vegetais (Kessman et al., 1994).

COZH
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FIGURA 1 Estrutura quimica do acido salicilico

Com isto, significativo nimero de novas moléculas tem sido
desenvolvido nas ultimas décadas, apresentando alta eficiéncia na indugdo de
respostas de defesa, podendo ser utilizadas como ferramentas iteis,
componentes de um modemo manejo de doengas de plantas (Dann et al., 1996;
Kunz, Schurter e Maetzke, 1997).

Um dos mais estudados compostos recentemente desenvolvidos é o
acido 2,6-dicloroisonicotinico (INA; Figura 2) (Benhamou e Bélanger, 1998b),
que confere resisténcia a P. tabacina em plantas de famo, Erwinia em pereira,
Xanthomonas em pimenteira, Pyricularia oryzae e X. oryzae em plantas de arroz
(Kessmann et al., 1994) e E. graminis f. sp. hordei em cevada (Kogel er al.,
1994), além de induzir o acimulo de B-1,3-glucanases e quitinase em feijoeiro
(Dann et al., 1996).
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Embora tenha sido, e ainda esteja sendo, utilizado em estudos sobre k‘
resisténcia induzida, o INA também apresenta certo grau de fitotoxidez em ‘!’
algumas espécies vegetais, caracteristica que limita o seu uso em escala K

comercial (Gorlach et al., 1996).

C—0OH

cl # cl

FIGURA 2 - Estrutura quimica do acido 2,6-dicloroisonicotinico (INA)

O primeiro, e até o presente momento tmico composto liberado para “'
utilizagdo extensiva em plantios comerciais, é o éster S-metil do acido benzo- s
(1,2,3)-tiadiazole-7-carbotidico (BTH; Figura 3), que além de ndo ter -
apresentado fitotoxidez, mostrou-se como o mais potente indutor de resisténcia
quando comparado a AS e INA (Gérlach et al., 1996; Kunz, Schurter e Maetzke,
1997). Esta molécula possui caracteristicas estruturais semelhantes a estes dois
compostos, sendo caracterizada por um anel aromatico com um grupo carboxila
substituido e parecer atuar de maneira analoga ao AS como mensageiro

secundario, mas de maneira independente deste ou de qualquer outra molécula
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sinal, ativando o processo de sinalizagio e levando a expressdo de genes
relacionados a SAR (Benhamou e Bélanger, 1998a).

0
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FIGURA 3 - Estrutura quimica do éster S-metil do acido benzo<(1,2,3)-
tiadiazole-7-carbotidico (BTH)
| O BTH tem se mostrado eficiente em induzir resisténcia em culturas de
alto valor comercial, protegendo-as contra patégenos causadores de doengas de
elevada importincia economica. Um dos mais bem sucedidos controles através
i da aplicagio deste composto vem sendo obtido com a cultura do trigo,
;"‘»\ conferindo resisténcia a E. graminis f. sp. tritici, agente causal do oidio do trigo.
| Redugdes nos sintomas da doenca, na ordem de 35 %, foram observadas em
campo pela aplicagdo de apenas 30 g do produto/ha (Gérlach ef al., 1996). Os
autores ainda observaram, nas plantas tratadas com BTH, um aumento na
produgio em tomo de 18 %, superior dqueles obtidos com Tilt e Fenpropdin,
produtos fungicidas tradicionalmente utilizados no combate a esta doenga.
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Outros quimicos também apresentam capacidade de induzir resisténcia
em plantas, porém sem ampla utilizagio devido 4 falta de um claro
estabelecimento de relagdes com a resisténcia sistémica adquirida.

Um destes, o Fosetyl-Al, apesar de ter sido relatado como indutor de

fitoalexinas em citros, fumo ¢ pimentdio (Guest, 1984), também apresenta a

capacidade de, em certas condig3es de incubagiio in vitro, ser degradado a acido
fosforico, passando a apresentar caracteristicas antifingicas (Fenn e Coffey,
1984), o que o descaracteriza como um indutor de resisténcia adquirida.

Etefon, um agente que libera etileno (Ye, Pan e Kuc, 1992); acido

Jjasménico (Cohen, Gisi e Niderman, 1993), silicio (Chérif ef al., 1992); fosfatos

(Gottstein e Kuc, 1989) ¢ sais inorganicos (Yoshikawa, Yamaoka e Takeuchi,
1993) sdo alguns dos compostos também relatados como elicitores de respostas
de defesa, mas que ndo apresentam caracteristicas favoraveis & utilizagdo
extensiva como um potencial composto indutor de resisténcia. -

Maiores estudos sobre a possibilidade de uso de compostos indutores de
resisténcia, como também sobre a forma de atuagdo destes, tornam-se
necessarios, uma vez que o processo de resisténcia induzida pode representar
uma alternativa eficiente e uma medida componente em um moderno programa
de manejo de doengas de plantas cultivadas, tendo como caracteristica a eficdcia,

aliada a menores custos de producio ¢ riscos para o homem e o meio ambiente.
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CAPITULO 2

EFEITO DA EPOCA DE APLICACAO E DOSAGEM DE
BENZOTIADIAZOLE NA INDUCAO DE RESISTENCIA A
Verticillium dahliae Kieb. EM PLANTAS DE CACAUEIRO CV.
THEOBAHIA



1 RESUMO

CAVALCANTI, Leonardo Sousa. Efeito da época de aplicagio e dosagem de
benzotiadiazole na indugido de resisténcia a Verticillium dahliae em
plantulas de cacaueiro. p. 31-55. Lavras: UFLA, 2000. (Dissertagio -
Mestrado em Fitopatologia)”

O controle de doengas causadas por patogenos de solo apresenta grandes
dificuldades devido a constante presenga do agente causal na rizosfera das
plantas. Estas dificuldades aumentam significativamente quando se trata de uma
cultura perene, como o cacaueiro, cultivada de maneira extensiva e apresentando
numero reduzido de fontes de resisténcia, necessarias ao melhoramento
genético. A resisténcia induzida representa uma medida promissora no manejo
de doengas desta natureza, visto que possibilita a exploragio de cultivares com
boas caracteristicas agronomicas, porém apresentando suscetibilidade a doengas.
Grande avango neste campo ocorreu com a descoberta da molécula éster S-metil
do acido benzo-(1-2-3)-tiadiazole 7-carbotidico (BTH), atualmente utilizada em
escala comercial nos Estados Unidos e alguns paises da Europa. Contudo, a
eficiéncia deste composto é fungdo, principalmente da época de aplicagiio e
dosagem utilizada, sendo necessaria a identificacio destas variaveis em cada
patossistema, uma vez que cada interagio deve possuir um periodo proprio entre
o reconhecimento do elicitor e a ativagdo de mecanismos de defesa. O presente
trabalho teve como objetivo identificar as melhores época de aplicagdo e
dosagem do BTH na interagdo cacaueiro x Verticillium dahliae. O BTH foi
pulverizado via foliar, nas concentragSes de 20 g e 60 g do i. a./100 L de agua,
em plintulas da cultivar Theobahia, aos 15, 07 e 03 dias antes da inoculagdo do
patogeno. Foram avaliadas as variaveis indice de doenga aos 30, 45 e 60 dias
apos a inoculagdo de V. dahliae, a area abaixo da curva de progresso da doenga
(AACPD), o peso fresco e altura das plantas aos 60 dias apds a referida
inoculagdo. O fator época de aplicagéio apresentou influéncia predominante ao
fator dose, sendo identificada a época referente a 15 dias antes da inoculagio
como melthor periodo de aplicagdo do BTH. Redugdes de até 55,4 % na
severidade da doenga e um acréscimo na ordem de 10,5 % no peso fresco e 35,7
% na altura das plantas foram observados em comparagio com as plantas
somente inoculadas com o fungo, evidenciando a eficacia do BTH como indutor
de resisténcia em plantulas de cacaueiro suscetiveis a V. dahliae.

* Comité Orientador: Mério Licio Vilela de Resende - UFLA (Orientador) ¢ Mério
Sobral de Abreu - UFLA.
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2 ABSTRACT

CAVALCANTI, Leonardo Sousa. Effect of time of application and dosage of
benzothiadiazole on induction of resistance to Verticillium dahliae in
cocoa seedlings. p. 31-55. Lavras: UFLA, 2000. (Dissertation - Master

Program in Phytopathology)”

The control of soilbome diseases has great difficulties due to a constant
presence of the causal agent in plant rhyzoplane. These difficulties increase
significantly when the crop have a perennial cycle, as a cocoa tree, which is
cultivated extensively and have reduced numbers of resistance sources, needed
for genetic breeding. The induced resistance represents a promissing strategy in
integrated disease management for these diseases, because it makes possible the
exploitation of cultivars with good agronomical characteristics, but susceptible
to diseases. Great advance in this area occurred with the discovery of benzo-
(1,2,3)-thiadiazol-7-carbotioic acid S-methyl ester (BTH), nowadays used in
commercial scale in the USA and some European countries. However, efficiency
of this compound is a function of time of application and dosage used, being
needed the identification of these factors for each plant-pathogen interaction,
considering that each interaction must have a distinct period between elicitor
recognition and defense mechanism activation. The purpose of this study was to
identify the best time of application and dosage of BTH in the cocoa x
Verticillium dahliae pathosystem. BTH was sprayed on the leaves, at 20 g and
60 g of a. 1./100 L of water, on cultivar “Theobahia’ seedlings, 15, 07 and 03
days before pathogen inoculation. Evaluations of disease index at 30, 45 and 60
days after pathogen inoculation, and of area under disease progress curve
(AUDPC), fresh weight and height of seedlings, all at 60 days after inoculation,
were carried out. The time of application factor showed predominat influence
over dosage factor, being 15 days before inoculation, the best time for
application of BTH. Decreases until 55.4 % in the disease index, increases of
10.5 % in fresh weight and 35.7 % in height were observed, when compared to
control seedlings only moculated with the pathogen, evidencing the efficacy of
BTH as a resistance activator in cocoa seedlings susceptible to V. dakhliae.

* Guidance Comittee: Mirio Licio Vilela de Resende (Major Professor) and Mério
Sobral de Abreu -UFLA.
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3 INTRODUCAO

A inducdo de resisténcia vem sendo, atualmente, alvo de diversos
estudos envolvendo os mais variados tipos de patossistemas vegetais. Tais
estudos vislumbram a utilizagdo da mesma como uma promissora medida de
controle de doengas, que pode, juntamente com outras tradicionalmente
utilizadas, compor um adequado manejo, focalizando a eficiéncia e a reducgdo de
custos e perdas ocasionadas por doengas de plantas.

Agentes bidticos, como organismos ndo-patogénicos ou atenuados, €
abidticos, como quitosana, acido salicilico, INA e acido B-amino butirico, tém
sido utilizados na indugdo de respostas de defesa em diversas espécies vegetais,
contra infecgoes virais, filngicas e bacterianas (Lawton ef al., 1996).

Em cacaueiro, a utilizagdo da resisténcia induzida possibilitou a redugdo
da incidéncia da principal doenga da cultura, a vassoura de bruxa, causada por
Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer, apresentando resultados superiores
aqueles obtidos com o uso de fungicidas tradicionalmente utilizados no controle
desta doenga (Resende ef al., 1999) e da murcha-de-Verticillium (Cavalcanti,
Resende e Andrade, 2000), causada por Verticillium dahliae Kleb., uma
importante doenga vascular, cujo controle quimico é economicamente inviavel e
o numero de materiais apresentando um nivel de resisténcia satisfatorio €
reduzido.

Dentre os produtos sintéticos, uma molécula muito utilizada atualmente
¢ o éster S-metil do acido benzo (1,2,3) tiadiazole-7-carbotiéico (BTH), que tem
apresentado resultados promissores em diversos patossistemas vegetais (Gorlach
et al., 1996; Friedrich et al.,1996; Lawton et al., 1996; Benhamou e Bélanger,
1998 a;b; Morris et al., 1998). Este composto é, até o momento, 0 unico

considerado indutor de resisténcia que esta liberado para o uso extensivo em
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certos paises da Europa e nos Estados Unidos (CIBA, 1996). No Brasil, esta
molécula encontra-se em fase de testes, apresentando resultados significativos
em algumas culturas como tomate (Silva, Kimati e Castro, 1999), sorgo
(Osswald er al., 1998), citros (Pascholati, 1999) e cacau (Resende ef al., 2000).
Entretanto, a falta de conhecimentos sobre as melhores época de aplicagdo e
dosagem induz a resultados ndo conclusivos sobre a eficiéncia e possibilidade de
uso desse produto, uma vez que cada interagio patogeno-hospedeiro deve
possuir um periodo prprio, necessirio para a sinalizagio e a consequente
ativacdo de genes de defesa da planta relacionados a resisténcia sistémica
adquirida. Deste modo, torna-se necessario a realizagio de estudos detalhados
para a identificagdo das melhores época de aplicagdo e dosagem deste produto,
viabilizando a utilizagio da indugdo de resisténcia como um modemo
componente em um racional e eficiente programa de manejo de doencas de
plantas.

O objetivo do presente trabalho foi identificar as melhores época de
aplicacdo e dosagem do benzotiadiazole na indugdio de resisténcia de plantas de
cacaueiro a V. dahliae.

35



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material Vegetal

As plantas foram obtidas a partir de sementes da cultivar Theobahia (que
apresenta reagio de suscetibilidade a V. dahliae), pré-germinadas em vermiculita
e semeadas em sacos de polietileno contendo substrato a base de areia, esterco e
solo, na proporgdo 1:1:1, sendo adubadas aos 30 e 60 dias apds a germinacio,
com adubo NPK na formula 4-14-8, e irrigadas diariamente. As mesmas foram
mantidas em estufa climatizada até o momento da instalagdo do experimento,
cerca de 90 dias apés germinadas, quando foram levadas a casa-de-vegetacdo,
com uma temperatura média de 25° C e umidade relativa variando entre 50 e 80
%, sendo dispostas em bancadas de a¢o, conforme o delineamento utilizado.

A fim de evitar a queima de folhas devido & agiio do vento e de luz
intensa, o que poderia vir a mascarar os sintomas de seca e queda de folhas,
foram fixadas uma protegdo plastica lateral e uma cobertura escura a 1,0 m das
plataformas das bancadas, sendo as mesmas mantidas até o final do
experimento.

4.2 Aplicacio do BTH

O produto comercial a base de benzotiadiazole (Bion ®) foi aplicado aos
15, 07 e 03 dias antes da inocula¢do do patégeno, via pulverizagdo foliar, sendo
testadas duas dosagens: 1) 20 g i. a/100 L e 2) 60 g i. a./100L de agua. As
plantas controle absolutas e inoculadas com o patégeno, porém sem aplicagio do
BTH, foram separadas das demais, apenas retornando ao local do experimento
no dia seguinte, evitando, assim, o contato com o produto ocasionado por deriva

no momento da aplicacdo. A pulverizagdo do BTH representou o tratamento
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indutor, ou seja, o tratamento inicial responsavel pela ativagdo prévia dos
mecanismos de defesa (Pascholati e Leite, 1995)

4.3 Preparo do inéculo e inoculagio

O isolado de V. dahlige, obtido de plantas de morangueiro (Fragaria
sp.) provenientes do municipio de Venda Nova, ES, foi cultivado em meio de
cultura BDA durante 25 dias, em cimara de crescimento, a uma temperatura em
torno de 25° C, em regime de 12h claro / escuro. Em seguida, transferiu-se disco
de meio de cultura colonizado para placa de Petri contendo BDA. O inéculo foi
preparado a partir de colénias com 25 dias de incubago, adicionando-se 20 mL
de agua destilada em cada placa, efetuando-se a raspagem da colénia com
escova de cerdas macias. A suspensdo foi filtrada em camada dupla de gaze,
sendo a concentragio ajustada para de 1x10” conidios / mL de dgua, em cimara
de Neubauer.

A inoculagio foi realizada através do método de pun¢do na haste,
conforme descrito por Bugbee ¢ Presley (1967), com seringa plastica e agulha
estéreis. A agulha foi inserida em um 4ngulo de 45° com o caule, até atingir o
lenho da planta. Uma unica gota da suspensdo de inéculo (cerca de 10 pl) teve
acesso ao cortex, onde foi rapidamente absorvida. As plantas testemunhas
foram, de maneira similar, injetadas com agua destilada esterilizada. A
inoculagdo de V. dahliae representou o tratamento desafiador (Pascholati e Leite,
1995).

4.4 Avaliacio

As avaliagGes foram realizadas aos 30, 45 e 60 dias apos a inoculagio,
através da determinagio da severidade da doenga, utilizando-se uma escala de
notas preconizada por Sidhu e Webster (1977), com notas variando de 0 a 4. As
notas 0, 1, 2, 3 e 4 correspondem respectivamente a 0%, 1-25%, 26-50%, 51-
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75% e >75% de redugdo de area foliar devido a clorose, necrose e murcha. A
partir desses dados, foi calculado o indice de doenca, baseado na seguinte

formula:
soma das notas das folhas por planta

numero total de folhas por planta
O peso fresco e a altura das plantas foram mensurados 60 dias apds a

inoculagiio com V. dahliae, ou seja, ao final das avaliagdes referentes a variavel

indice de doenga =

indice de doenga. Além destas variaveis, foi realizada a analise da area abaixo da
curva de progresso da doenga (AACPD) utilizando-se os valores das trés
avaliagdes do indice de doenga.

4.5 Delineamento experimental e anilise dos dados

O experimento foi delineado em blocos casualizados, com seis
tratamentos originarios de arranjo fatorial 03 (épocas de aplicagdo) x 02 (doses),
somados a trés tratamentos adicionais, formados pelas plantas testemunhas,
somente inoculadas com V. dahliae (Ty,), pulverizadas com BTH (TpTH) e sem
qualquer inoculagao ou pulverizagao (T aps). Cada tratamento foi constituido por
04 repetigGes, sendo as mesmas formadas por 09 plantas. As analises estatisticas
foram realizadas com auxilio do software estatistico SAS (SAS Institute, 1997).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira avaliagdo da variavel indice de doenga, realizada aos 30
dias apés a inoculagdo, a menor severidade foi observada nas plantas
pulverizadas com BTH aos 15 dias antes da inoculagio do patdgeno,
independentemente da dosagem utilizada. A redugiio da severidade da doenga
nas plantas deste tratamento atingiu 55,4 % em relagfo as plantas pertencentes
ao tratamento controle positivo (Tyx), apenas inoculadas com o patégeno (Figura
1; Tabela 1A). Mediante a analise de regressdo linear dos dados desta avaliago,
confirmou-se o methor desempenho das plantas pulverizadas com BTH 15 dias
antes da inoculagdo, sendo os valores da varidvel indice de doenga decrescentes
concomitante ao aumento do tempo entre a aplicagdo do BTH e a inoculagio
desafiadora (Figura 6; Tabela 6A).

Na segunda avaliagdo da variavel indice de doenga, realizada 45 dias
apés a inoculagdo, verificou-se, através da anailise de varidncia dos dados
(Tabela 2A), a auséncia de diferencas significativas, a 5 % de probabilidade,
entre os tratamentos originarios do fatorial dose x época. Apesar da auséncia de
diferencas entre os tratamentos do fatorial, constata-se uma redugdo de 17,1% no
indice de doenga nas plantas pulverizadas com o BTH 15 dias antes da
inoculagdo, quando comparadas ao controle positivo (Figura 2).

Nas duas primeiras avaliagdes da variavel indice de doenga, ndo se
observou qualquer efeito da dose em nenhum dos tratamentos pulverizados com
o BTH.

Através da observac¢do da Figura 3 e do Quadro de analise de variancia
dos dados referentes a terceira avaliagio da variavel indice de doenca (Tabela
3A), realizada 60 dias apos a inoculagdo, verifica-se a ocorréncia de interagdo
significativa entre os fatores dose utilizada e época de aplicagio do BTH.
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FIGURA 1 - Indice de doenga na 1° avaliagio, 30 dias apés a inoculagio com V.
dahlige (Mdcdias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo
teste de Duncan a 5% de probabilidade, apenas dentro de cada dose)
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FIGURA 2 - Indice de doenga na 2* avaliagio, 45 dias apés a inoculagio com .
dahliae (Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste
de Duncan a 5% de probabilidade, apenas dentro de cada dose)
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FIGURA 3 - Indice de doenga na 3* avaliagdo. 60 dias apos a inoculagio com V.
dahliae (Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo
teste de Duncan a 5% de probabilidade, apenas dentro de cada dose)
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Peso fresco (g)

FIGURA 4 - Peso das plantulas aos 60 dias apés a inoculagio com V. dahliae
(Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de
Duncan a 5% de probabilidade, apenas dentro de cada dose )

Altura (cm)

FIGURA 5 - Altura das plantulas aos 60 dias apos a inoculagio com I,
dahliae (Médias seguidas de laras distintas diferem entre si
pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade, apenas dentro de
cada dose)
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FIGURA 6 - Regressdo linear da varidvel indice de doenga
na 1° avaliagdo, 30 dias apés a inoculagdo com
com V. dahliae

Com isto adequou-se um modelo matematico, através de analise de
regressio polinomial (Tabela 7A), a fim de se obter as possiveis melhores
combinagdes desses dois fatores, resultando nos menores valores para a variavel
indice de doenga neste periodo de avaliagio. Este modelo possibilitou a
obtengdo de uma superficie de resposta, ilustrada na Figura 7. Através da
observagdo das cotas obtidas nesta superficie, identificam-se algumas methores
combinagdes destes dois fatores, como, por exemplo, a utilizagio da dose de 20
g do i.a./100 L de agua, aplicados aos 15 dias antes da inoculagio com V.
dahliae (Figura 8). A redugio na severidade da doenca neste tratamento atingiu
cerca de 20% em relagdo as plantas somente inoculadas com o fungo. Em uma
anilise mais detalhada desta figura, identifica-se uma tendéncia de redugiio na

severidade da doenca quando da pulverizacio de uma menor dose em uma maior
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4

época de aplicagdo ou de uma maior dose em épocas intermediarias aquelas
utilizadas neste estudo. Estas observac¢oes evidenciam claramente a ocorréncia
de menores cotas para indice de doenga nas areas correspondentes a doses entre
20 e 26 g i. a./100 L de agua, e épocas variando dos 13 aos 16 dias antes da
inoculagdo do patdgeno .

Embora ndo tenham ocorrido diferengas estatisticamente significativas
ao nivel de 5% de probabilidade, entre os valores da variavel peso fresco das
plantas nos tratamentos em que o BTH foi aplicado aos 15 antes da inoculagdo
do patégeno (Tabela 4A), observa-se um acréscimo de 10,5 %, em média, em
relagdo ao peso das plantas somente inoculadas com V. dahliae (Figura 4).

Para a variavel altura das plantas, novamente observou-se a significativa
influéncia do fator época de aplicagdo, de maneira independente do fator dose
(Tabela 5A), ocorrendo novamente uma superioridade do tratamento em que o
BTH foi pulverizado aos 15 dias antes da inoculagdo desafiadora. Quando
comparadas com altura das plantas do controle positivo, percebe-se um aumento,
na ordem de 35,7 %, na altura das plantas destes tratamentos (Figura 5). Pela
analise de regressdo linear (Tabela 8A), verifica-se que os valores obtidos
apresentam-se diretamente proporcionais ao periodo entre a aplicagdo de BTH e
a inoculacao do patdgeno (Figura 9).

Os valores referentes as variaveis peso fresco e altura das plantas
(Figuras 4 e 5) que apenas receberam a aplicagdo foliar do BTH, sem posterior
inoculagdo do patégeno (Tprn), apresentam-se muito proximos aqueles
verificados nas plantas controle absolutas (Taps), sem qualquer tipo de
tratamento, o que evidencia a auséncia de caracteristicas fitotoxicas do BTH, ou
de qualquer tipo de efeito negativo no desenvolvimento, em plantas de

cacaueiro, nas concentragdes utilizadas neste estudo.
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FIGURA 9 - Regressio linear da varidvel Altura das plantas de
cacaueiro, 60 dias apos a inoculagdo com V. dahliae

Na analise da area abaixo da curva de progresso da doenga (Figuras 10 a
18), confirmou-se 0 melhor desempenho das plantas pulverizadas com BTH 15
dias antes da inoculacdo desafiadora, principalmente na dosagem de 20 g do i.
a./100 L de dgua, em relagiio aos demais tratamentos.

Estes resultados evidenciam a notéria influéncia da época de aplicagio
do BTH, se sobrepondo a0 efeito da dose utilizada, o que confirma a estrita
necessidade de um periodo entre a aplicagio indutora e a inoculagio do
patogeno (Uknes et al., 1996). Romeiro (1999) menciona, inclusive, que para o
processo de resisténcia induzida ser caracterizado, nio deve haver aumento dos
niveis de respostas de defesa com o concomitante aumento da dose utilizada do
indutor de resisténcia. Apesar do niumero reduzido de estudos relacionados com
a inducdo de respostas de defesa em plantas com estrutura semelhante & do
cacaueiro, o periodo entre a aplicagio indutora e a desafiadora difere
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significativamente daquele observado em plantas pouco lenhosas, como tomate e
Pepino, que apresentam respostas de defesas efetivas ativadas em um curto
espago de tempo (3 a 7 dias), quando induzidas pela aplicacio de quimicos ou
através da pré-inocula¢io com nio-patogenos (Benhamou e Bélanger, 1998 a;b).
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Em cacaueiro, este periodo parece compreender um espaco de tempo
mais longo, como relatado por Resende er al. (2000), em plantés que
apresentaram resisténcia induzida contra C. perniciosa. Neste estudo, os autores
obtiveram uma maior redugio na incidéncia de vassoura de bruxa nas plantas
pulverizadas com o BTH aos 30 dias antes da inoculagdo do patégeno, sendo os
resultados deste tratamento superiores aqueles obtidos com a aplicagio do BTH
aos 03 e 15 dias antes da inoculagdo.

Embora o fator época de aplicago tenha apresentado uma maior
influéncia sobre os valores da variavel indice de doenga na primeira e segunda
avaliagGes, o fator dose pode ter sido determinante da severidade da doenga na
terceira avaliagdo desta varidvel. Nesta ocasifio, nos tratamentos nos quais a
aplicacdo do BTH foi realizada aos 15 dias antes da inoculagio, percebe-se uma
relagdo direta do aumento da dose do produto com a elevagio dos valores desta
variavel. Isto indica que neste periodo de avaliagio, a maxima redugio na
severidade da doenga pode ser obtida com combinagGes Stimas desses dois
fatores (Figura 8).

A maior severidade da doen¢a, observada concomitante ao aumento da
dose do BTH, pode ser devida a aproximagio das doses estimadas dos valores
limites, ou seja, de valores maximos, a partir das quais a eficiéncia do produto
na inducdo de respostas de defesa é reduzida de maneira significativa. Na
interacdo entre sorgo e Colletotrichum graminicola, Osswald et al.(1998),
verificaram uma relagdo direta entre o aumento da dose do BTH e a produgiio de
fitoalexinas nos tecidos de mesocdtilos, sendo que nesta interagio o possivel
valor limite esta em tomo de 50 ppm do BTH (Pascholati, 1999).

A anilise de tais resultados leva 4 indicagdo de que a utilizagio do
benzotiadiazole na indugdio de respostas de defesa pode ser estendida a outros
patossistemas. Em cacaueiro, esta ferramenta pode representar uma altemativa
eficiente na busca de medidas de manejo integrado de importantes doengas,



FIGURA 19 - Plantulas de cacaueiro cv. Theobahia 60 dias apés a inoculagéio
com V. dahliae (Esquerda-plantula apenas inoculada; Direita -
plantula inoculada 15 dias apdés a pulverizagio com BTH, na
dosagem de 20 g i. a./ 100 L de dgua).
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como a vassoura-de-bruxa, a podridio parda e a murcha-de-Verticillium,
responsveis por elevada redu¢io na produtividade desta cultura. Contudo,
toma-se necessaria a realizagdo de estudos similares a este para que a maxima
eficiéncia do produto seja atingida, uma vez que cada interagiio possui uma
época especifica para a sinalizagdio, e consequente ativagio de mecanismos de
defesa, que podem, em conjunto com medidas tradicionais de combate a
patogenos vegetais, compor um adequado programa de manejo de doengas de
plantas.
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6 CONCLUSOES

A melhor época de aplicagdio do benzotiadiazole foi aos 15 dias
antes da inoculagdo de V. dahliae, tanto para a variavel indice de
doenca como para a variavel altura das plantas.

A influéncia do fator época de aplicagdo apresentou-se superior ao
fator dose em todas as avaliagdes, exceto na terceira avaliagio da
variavel indice de doenga, quando ocorreu a interagio significativa
entre esses dois fatores.

A menor area abaixo da curva de progresso da doenga foi verificada
no tratamento referente 4 dosagem de 20 g do i. a./100 L de agua,
aos 15 dias antes da inoculagdo do patogeno.

O fator dose do BTH nio apresentou qualquer influéncia nas duas
primeiras avaliagdes da variavel indice de doenga, como também
nas avaliag3es referentes ao peso fresco e altura das plantulas.

- Na terceira avaliagdo da variavel indice de doenga, realizada aos 60
dias, os menores valores desta variavel podem ser obtidos mediante
a utilizacdo de combinagdes timas dos fatores época de aplicagiio e
dosagem do BTH, como, por exemplo, época de aplicagdo entre 14 e
16 dias, com dose entre 20 e 25 g do i. a./100 L de agua, ou ainda
época entre 6 a 8 dias, com dose entre 50 e 60 g do i. 2./100 L de
agua.

51



6. A menor dose utilizada (20 g do. i.a./100 L de dgua) mostrou-se
superior as demais doses utilizadas (60 g do i.a./100 L de agua) e
estimadas (20<x<60 g do i. a./100 L de agua) na terceira avalia¢io

da variavel indice de doenga.
7. O BTH néo apresentou qualquer efeito fitotoxico neste experimento.
8. O tratamento com benzotiadiazole (BTH) foi significativamente

eficaz em induzir resisténcia em plantas de cacaueiro inoculadas

com um isolado patogénico de V. dahliae.
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CAPITULO 3

ESTUDO DE RESPOSTAS DE DEFESA NO PROCESSO DE
RESISTENCIA INDUZIDA POR BENZOTIADIAZOLE NA
INTERACAO CACAUEIRO X Verticillium dahliae Kleb.



1 RESUMO

CAVALCANTIL Leonardo Sousa. Estudo de respostas de defesa no processo de
resisténcia induzida por benzotiadiazole na interacio cacaueiro x
Verticillium dahliae Kleb. Lavras: UFLA, 2000. p. 56-77. (Dissertagdo -
Mestrado em Fitopatologia)”

O processo de resisténcia induzida por benzotiadiazole (BTH) foi
estudado na intera¢do cacaueiro x Verticillium dahliae. As possiveis respostas de
defesa induzidas por esse composto sio caracterizadas pela produgio de
fitoalexinas e compostos fendlicos, expressio de proteinas como a peroxidase,
enzima-chave na sintese de lignina, cujo actimulo restringe o desenvolvimento
do patégeno em uma pequena area em torno do ponto de infecgdo. O objetivo do
presente estudo foi identificar as possiveis respostas de defesa na resisténcia
induzida pela aplicagio do BTH em plantulas de cacaueiro inoculadas com V.
dahlige. Os experimentos foram realizados em casa-de-vegetacgdo e laboratorios
do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, MG. A
producio de fitoalexinas foi analisada através de bioensaio em Iliminas
escavadas e aplicagio de subamostras em placas de TLC para verificagdo da
porcentagem de inibicdo da germinagdo de conidios de V. dahliae. As atividades
de peroxidases e de polifenoloxidases foram avaliadas através da lettura, em
espectrofotdmetro, da absorbancia (a 470 nm), da reacio das amostras em
guaiacol, na presenga ou ndo de H,0,, respectivamente. Ndo foram observadas
diferencas na germinagio de conidios entre as amostras provenientes de
plantulas tratadas com BTH + V. dahliae e testemunhas, tanto no bioensaio
como nas placas de TLC. As atividades das enzimas peroxidases e
polifenoloxidases foram superiores nas plantas pulverizadas com BTH em
relacdo as plintulas testemunhas e apenas inoculadas com o fungo. Portanto,
verifica-se que as respostas de defesa envolvidas na resisténcia induzida a V.
dahliae em plantas de cacaueiro sejam possivelmente constituidas do acumulo
de lignina e outros compostos fenélicos.

* Comité Orientador: Mério Licio Vilela de Resende - UFLA (Orientador) e Mirio
Sobral de Abren - UFLA.



2 ABSTRACT

CAVALCANTI, Leonardo Sousa. Study of defense responses at the induced
resistance process by benzothiadiazole in the cocoa seedlings x Verticillium
dahliae interaction. Lavras, UFLA, 2000. p. 56-77. (Dissertation - Master

Program in Phytopathology)”

The induced resistance by benzothiadiazole (BTH) in the cocoa
seedlings x Verticillium dahliae interaction was studied. The possible defense
responses induced by this compound are characterized for production of
phytoalexins and phenolic compounds, protein expression as peroxidase, a key-
enzyme in lignin synthesis, which in turn restricts pathogen growth in a small
area around the penetration point. The present work was aimed at identifying
defense responses in the induced resistance by BTH, in cocoa seedlings
inoculated with V. dahliae. The experiments were carried out at greenhouse and
laboratories of the Department of Plant Pathology, Universidade Federal de
Lavras, MG, Brazil. The phytoalexin production was tested by slides bioassay
and application of samples on TLC plates, to verify the percentage of inhibition
of V. dahliae conidial germination. The peroxidase and polyphenol oxidase
activities were evaluated by the absorbance at 470 nm in a spectrofotometer, of
the reaction of samples on guaiacol in the presence or not of H,0,, respectively.
No differences in conidial germination between seedlings treated with BTH + V.
dahliae and control samples were detected, on slide bioassay, as well as in TLC
plates. The peroxidase and polyphenol oxidase activities were higher in
seedlings sprayed with BTH than in control seedlings and in seedlings
inoculated with the pathogen only. Therefore, the possible defense responses
envolved in induced resistance to V. dahliae in cocoa seedlings were based on
lignin and other phenolic compound accumulation.

* Guidance Comittee: Mirio Liicio Vilela de Resende (Major Professor) and Mirio
Sobral de Abreu - UFLA.
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3 INTRODUCAO

As respostas de defesa de plantas ao ataque de microrganismos
patogénicos sdo caracterizadas por uma série de mecanismos capazes de
restringir o patégeno em uma area proxima ao sitio de infecgdo, impedindo o
desenvolvimento do mesmo.

Dentre esses mecanismos, énfase vem sendo dada 3s fitoalexinas,
compostos pés-infeccionais de baixo peso molecular que apresentam atividade
fungitdxica, e as proteinas relacionadas a patogénese, como quitinases e
glucanases, que podem degradar a quitina e glucanas, polimeros estruturais da
parede celular da maioria dos patégenos fiingicos, e peroxidase, enzima que esta
envolvida na formagdo de lignina, cujo acimulo resulta em estruturas como
papilas, halos e tubos ligniferos, que podem dificultar, ou mesmo impedir, o
desenvolvimento do patégeno no tecido vegetal.

A velocidade com que os genes que codificam para a expressao d&ctes‘f{
mecanismos sdo ativados determina o nivel de resisténcia natural do hospedeiro.i
Em plantas resistentes, a produgio de fitoalexinas e proteinas de defesa ocorre\
rapidamente, o que leva a uma maior possibilidade de sucesso no processo de \“r
confinamento do patdgeno. Porém, em plantas suscetiveis, o tardio
reconhecimento do patégeno possibilita o seu desenvolvimento desde o local de Jf‘
penetragdo para o tecido vegetal sadio, o que altera significativamente o]
metabolismo vegetal, ocasionando o desvio de reservas nutricionais, culminando /'
na redugdo da produgio.

A aplicagdo de compostos indutores de resisténcia, como o éster S-metil i
do acido benzo-(1,2,3)-tiadiazole-7-carbotidico (BTH), possibilita o prévio
alerta do sistema de defesa vegetal em plantas suscetiveis, o qual ¢é

potencializado apés a interagio com o patégeno. Com isto, pode ocorrer o rapido
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/ aumento na atividade de algumas enzimas, com consequente produgio e

{ acimulo de compostos tipo fitoalexinas, proteinas, lignina e compostos
\ fendlicos, conferindo resisténcia sistémica de maneira inespecifica.

A resisténcia induzida representa atualmente uma ferramenta promissora
no combate a importantes doengas do cacaueiro como a vassoura-de-bruxa
(Resende et al., 2000) e a murcha-de-Verticillium (Cavalcanti, Resende e
Andrade, 2000).

Na interagdo cacaueiro x V. dahliae, Resende et al. (1996) identificaram
quatro compostos tipo fitoalexinas em plantas da cultivar Pound-7, que
apresenta certo nivel de resisténcia ao patogeno. Esses compostos foram
caracterizados como enxofre elementar e acido arjundlico, mais toxicos e
ocorrendo com maior frequéncia, e ainda 3,4-dihidroxiacetofenona e 4-
hidroxiacetofenona.

O aumento na atividade de enzimas oxidativas, como peroxidases (POs)
e polifenoloxidases (PPOs), tem sido geraimente correlacionado com alteragdes
fisiolégicas e estruturais, como sintese e acimulo de lignina e formagdo de
calose, e consequente aumento na expressio da resisténcia (Oliveira, Pascholati
e Leite, 1997; Xue, Charest e Jabaji-Hare, 1998; Resende ef al., 2000). Reuveni
et al. (1992) menciona que além de ser considerada como um importante pré-
requisito para algumas respostas de defesa, a atividade de peroxidases deve ser
utilizada como um marcador bioquimico antes da infecgio por patogenos,
auxiliando, desta maneira, na selecfio de materiais resistentes em programas de
melhoramento genético.

As polifenoloxidases pedem também representar um componente no
processo de defesa, uma vez que sio capazes de oxidar uma série de compostos
fendlicos, dando origem a quinonas, que apresentam maior toxicidade a
patdgenos do que as formas reduzidas, como, por exemplo, compostos

precursores da lignina (Lagrimini ef al., 1993; Nojosa, 1999).
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Porém, nio se sabe ao certo qual ou quais mecanismos de defesa sio
ativados no patossitema cacaueiro x V. dahliae quando da utilizagdo da
resisténcia induzida. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi identificar a
participagdo de fitoalexinas e do acimulo de lignina e compostos fenélicos em
plintulas de cacaueiro contra V. dahliae no processo de resisténcia induzida por
benzotiadiazole.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material Vegetal

Foram utilizadas plintulas da cultivar Theobahia, germinadas em
vermiculita e conduzidas em sacos de polietileno com substrato a base de areia,
esterco e solo, na proporgdo 1:1:1. As mesmas foram adubadas aos 30 e 60 dias
apds a germinagdo com adubo NPK (4-14-8) e mantidas a uma temperatura
média de 25° C e umidade relativa variando entre 50 e 80 % até o momento da
coleta, 14 dias apés a inoculagdo, quando foram cortadas rente ao solo,
devidamente etiquetadas e armazenadas em recipiente com gelo para evitar a

desnaturagdo das proteinas.

4.2 Aplicacdo do BTH

O benzotiadiazole (Bion®) foi aplicado aos 15 dias antes da inoculagdo
do patégeno, via pulverizagio foliar, na dosagem de 20 g i. a./100 L de agua,
nas plantulas dos tratamentos BTH + V. dahliae (BTH + Vd) e apenas BTH
(Ten). As plantulas pertencentes ao tratamentos testemunha (Taps) e apenas
inoculadas com o fungo (Ty) foram pulverizadas com agua destilada, em local
afastado do local em que o BTH foi pulverizado, evitando, assim, qualquer
possibilidade de contaminacio destes tratamentos por deriva do produto pela

acao do vento.

4.3 Preparo do indculo e inoculagio

O isolado de V. dahliae, proveniente de plantas de morangueiro
(Fragaria sp.), foi cultivado em meio BDA durante 25 dias, em cimara de
crescimento, a uma temperatura de aproximadamente 25° C, em regime de 12h

claro / escuro. Apds este periodo, efetuou-se a transferéncia de disco de meio de
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cultura colonizado para placa de Petri contendo BDA. O inéculo foi preparado a
partir de colénias com 25 dias de incubagdio, através da adigio de 20 mL de agua
destilada, ¢ posterior raspagem com auxilio de lAmina de vidro. A suspensio
obtida foi filtrada em camada dupla de gaze, sendo ajustada em cimara de
Neubauer para a concentragio de 1x107 conidios/mL.

A inoculagdo foi realizada através do método de pungio no caule,
conforme descrito por Bugbee e Presley (1967), com auxilio de seringa plastica
e agulha estéreis. A agulha foi inserida em um angulo de 45° com o caule, até
atingir o lenho da planta. Uma tinica gota da suspensio de inéculo (cerca de 10
Hl) teve acesso ao cortex, sendo rapidamente absorvida. As plantas controle
foram, de maneira similar, injetadas com agua destilada esterilizada.

4.4 Andlises para deteccio de fitoalexinas
4.4.1 Preparo e extracio das amostras
Apds o corte das plantas, retiraram-se as folhas e o cortex das mesmas
com auxilio de estilete. Em seguida, realizou-se um corte longitudinal para a
retirada da medula, sendo utilizada apenas a parte lenhosa dos caules. O material
foi cortado em fragmentos de cerca de 0,5 cm , os quais foram secos em estufa
ventilada a uma temperatura de 32° C, e triturados em moinho de ao inoxidavel.
As amostras foram obtidas através do processamento de 40 g do material
vegetal triturado em extrator Sohxlet, com éter etilico, por 10 ciclos, sendo
posteriormente rotoevaporadas para a retirada do solvente.

4.4.2 Separacio das substiancias

O fracionamento das amostras foi realizado em coluna de cromatografia
"Flash" (2 cm de ¢), com silica gel, através da eluicdo com uma série de
solventes orgdnicos de polaridade crescente (Tabela 9A). As fragbes foram
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coletadas em recipientes de vidro, sendo mantidas em cimara de exaustio para a

evaporagdo dos solventes.

4.4.3 Monitoramento

Para a identificacdo da toxidez das fragSes sobre a germinagio dos
conidios de V. dakhliae, realizou-se bioensaio em ldminas escavadas e aplicagio
em placas de TLC.

- No bioensaio, 160 pL de cada fragio foram colocados em cada cavidade
da lamina, sendo trés repetigdes por fragio. Apos a completa evaporagdo do
solvente, 25 pL de suspensdo de conidios, em uma concentragio de 1x10°
conidios / mL de agua, foram depositados em cada cavidade da limina. As
ldminas foram mantidas sobre suportes de vidro, em cimara umida, obtida em
placas de Petri, contendo papel de filtro umedecido com agua destilada
esterilizada, durante 15 horas. Apés este periodo, adicionaram-se 20 pL de
corante azul de lactofenol a fim de cessar o processo de germinagio dos
conidios. O efeito fungitéxico das fragdes foi avaliado através da porcentagem
de germinacdo dos conidios em comparagio com as ldminas controle, apenas
com agua e suspensio de conidios. '

Cada fragdo também foi aplicada sobre placas de TLC, sendo eluidas em
uma mistura de solventes a base de éter etilico, hexano e metanol, na proporgdo
6:3:1. A revelagio foi realizada através da pulverizagdo de suspensio de
conidios de V. dahliae (1x10” conidios/mL de agua), diluida pela metade em
meio de cultura liquido a base de sacarose e sais minerais (Cooper ¢ Wood,
1975), e posterior incubacio em cidmara iimida, a uma temperatura de 25° C por
48 horas.



4.5 Atividade de peroxidases e polifenoloxidases
4.5.1 Preparo do material vegetal e extracdo das amostras

O procedimento para obtengdo das amostras foi idéntico ao utilizado
para a deteccdo de fitoalexinas, porém para a atividade de enzimas o material foi
mantido desde o momento do corte até a leitura em espectrofotometro, em
baixas temperaturas (4 °C ou menos) para evitar a oxidacdo do material, e
consequente degradac¢do das enzimas a serem analisadas.

O extrato enzimatico foi obtido através de maceracio com pistilo, em
almofariz de porcelana, de 0,2 g de material vegetal, na presen¢a de nitrogénio
liquido, adicionados a tampdo fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8 contendo
EDTA 0,1 mM, em uma dilui¢do de 1:25 (p/v). Apds a maceragio, as amostras
foram homogeneizadas e centrifugadas a 12000 rpm durante 20 minutos, a 4 °C.
Cada amostra foi composta por quatro repeticdes. Em seguida, o sobrenadante
foi coletado em pequenos tubos de plastico e armazenado em "deep freezer" a

uma temperatura de -80 ° C.

4.5.2 Determinacio da atividade de peroxidases e polifenoloxidases

A atividade de peroxidases foi quantificada através da medida da
absorbancia da reacio de oxidagio do guaiacol, conforme metodologia descrita
por Cortelazzo, Marais e Joseleau (1996), modificada. A mistura da reacao
consistiu de 40 mM de guaiacol e 20 mM de peréxido de hidrogénio em 40 mM
de tampdo de fosfato de potassio, pH 6,7. Foram adicionados a mistura 100 pL
da amostra diluida, resultando em um volume total de 2,5mL.

Para a atividade de polifenoloxidases utilizou-se a mesma metodologia
para peroxidase, substituindo-se apenas o H,0, por agua ultrapurificada no meio
da reagdo. As leituras foram realizadas contra um solugdo de mesma composicio
da mistura de reagfo para cada enzima, substituindo-se a aliquota da amostra por

agua e adicionando-se 500 pL de H,SO; a 5% (v/v) a fim de evitar a ocorréncia
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de qualquer tipo de reagdo. As reagdes ocorreram em temperatura ambiente, em
torno de 21° C. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro
Beckmam DU 640B a 470 nm, durante 01 minuto para peroxidases e 02 minutos
para polifenoloxidases, com acompanhamento em intervalos de 05 segundos,
sendo os valores expressos em mudanga na absorbancia por grama de matéria

fresca de amostra por minuto.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apés a leitura da porcentagem de germinagio de conidios no bioensaio
em ldminas escavadas para a detecgio de fitoalexinas, nio foram verificadas
diferengas entre as subamostras obtidas das plantas pulverizadas com BTH + V.
dahliae (BTH + Vd) e as testemunhas pulverizadas apenas com agua
(Taps)(Tabela 1). O mesmo resultado ocorreu também nas placas de TLC, nas
quais ndo se observou a formagdo de locais de inibigio da germinagfio em
nenhuma das subamostras extraidas de plantas pulverizadas com BTH e
posteriormente inoculadas com o fungo, o que indica que, possivelmente, a
producdo e acumulo de compostos tipo fitoalexinas ndo represente, nesta
interagdo e nas condigdes e metodologia utilizadas neste estudo, uma resposta de
defesa passivel de indugio através da aplicagdo de benzotiadiazole. Um fator
que talvez tenha contribuido para a ndo detecgdio de fitoalexinas nas plantas
tratadas com BTH + V. dahliae neste estudo foi o tamanho da amostra
processada em extrator Sohxlet, constituida de apenas 40 g do material vegetal
triturado. Neste mesmo patossistema, Resende er al. (1996) identificaram
quatro tipos de fitoalexinas através da utilizagdo de 570 g de material vegetal
triturado e processado em Sohxlet.

Estudos com a aplicagdo de BTH em cultivares resistentes, nos quais
producdo de fitoalexinas represente uma resposta de defesa natural, sdo
necessarios para que, através da observagdo dos niveis destes compostos, possa-
se concluir sobre a capacidade do BTH atuar na sintese de fitoalexinas. Ou seja,
nio se pode afirmar que o BTH nio induza o aciimulo de fitoalexinas, uma vez
que, para uma determinada resposta de defesa ser ativada, é necessirio a
expressdo de genes que codificam para tal resposta de defesa, o que obviamente

ndo ocorreria em plantas que ndo possuam tais genes de defesa.
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TABELA 1 - Porcentagem de germinagio de conidios de Verticillium dahliae
em liminas escavadas, contendo diferentes fragdes de material
vegetal, eluidas em coluna de cromatografia "Flash"

Testemunha BTH + V. dahliae
Fracio % de germinagfio* Fracdo % de germinaciio
01 79,67 01 75,33
02 74,33 02 75,00
03 71,33 03 78,67
04 67.33 04 73,67
05 70,33 05 74,67
06 75,33 06 77,00
07 73,00 07 79,33
08 70,67 08 74.67
09 78,67 09 78,00
10 79,33 10 75,33
11 76,33 11 72,33
12 76,00 12 76,33
13 73,67 13 77,00
14 71.33 14 75.33
15 72,00 15 73,67
16 72,67 16 69,67
17 73,67 17 76.33
18 75,00 18 74,67
19 75,00 19 72,67
20 76,00 20 75,00
21 70,00 21 75.67
22 78.33 22 78.00
*Média de 03 repetiges

Estes resultados levaram a consideragio da possibilidade de estarem
ocorrendo outros tipos de respostas de defesa, como sintese e acimulo de lignina
e formagdo de calose, como também a oxidagdo de quinonas a compostos de
maior toxicidade ao fungo. Para verificar esta suposicio, mediu-se a atividade
das enzimas peroxidases e polifenoloxidases, diretamente envolvidas nestas
referidas respostas de defesas.

Através da leitura da absorbincia a 470 nm em espectrofotdmetro,
constatou-se a maior atividade das enzimas peroxidases e polifenoloxidases nas

plantas que receberam a aplicagdio do BTH, em comparagdo com as plantas dos
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tratamentos testemunha (Taps) © apenas inoculado com V. dahlige (Tya)
(Figuras 1 e 2). Mediante a anilise de regressio linear para a atividade de
peroxidases'- nos diferentes tratamentos, observou-se a ocorréncia de maigr
degradagio do substrato no tratamentos BTH + V. dahliae (BTH + V) ¢ apenas
BTH em relagio aos demais tratamentos, evidenciando a alta eficiéncia do
benzotiadiazole em induzir a atividade desta enzima (Figura 3). |

Para a atividade de polifenoloxidases, a analise de regressdo linear
indica uma répida elevacdo da atividade destas enzimas no tratamento BTH + V.
dahliae, atingindo niveis proximos ao final da leitura da absorbancia, ou seja, 02
minutos apds o inicio da medida da atividade, daqueles observados na amostra
referente as plantas s{onfehtg 'pulvegmdas com BTH (Fxé{i 4).' fa

Observa-se ge b _acréscimo’ na’ ‘atividade de: peroxxdases nas plantas
pulverizadas com BTH, em relacaoa; plantas qlle aﬁéﬁég -foram inoculadas com
o fungo, além de ocorrer de forma mais rapida, se mantém em um nivel mais
alto por um periodo de tempo mais longo, uma vez que a coleta das plantulas foi
realizada aos 14 dias apos a" inoculagdo do patégeho, se assemelthando ao que
ocorre ein uma interagdo incompativel (Floot, Moerschbacher e Reisener, 1997j.
Para um melhor entendimento do comp&xtamemo da atividade de perom‘das;s
em pléntulas tratadas e ndo tratadas com o BTH, seria necessario a realizagdo de
coletas do material vegetal em diferentes épocas apos a inoculagdo do patégeno
("Time course"), de preferéncia mais precocemente, o que poderia foméber
informacbes sobre a velocidade de resposta na sintese destas enzimas, poréﬁy
devido a limitagdes no numero de plantulas disponiveis, este estudo ndo foi
realizado. ‘

Mudancas na. atividade. de. peroxidases devidas ao efeito do tratamento
com algum tipo d¢ ﬁ’e‘li'éi‘t"c‘ir' jal foram observ;das 'er‘ii plantas de melo, tomate e
algodiio, entre outfas; mclusWe pela tilizagio de um elicttor purificado de V.
dahliae (Smit e Dubery, 1997). Em cacaueiro, tambem foram detectados
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FIGURA 2 - Atividade de'polifenoloxidases em plantulas de
. cacaueiro, cv. Theobahia (Barras representam
o desvio padriio; Letras distintas représentam
diferencas ao nivel de 5%, pelo teste de
Duncan)
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aumentos na atividade de peroxidases em plantas resistentes ou tratadas com
indutores de resisténcia, em interagdes com Phytophthora palmivora e C.
perniciosa (Okey et al., 1997; Resende et al., 2000). Os resultados apresentados
por estes autores, em conjunto com os obtidos no presente estudo, indicam que,
possivelmente, esta seja uma resposta de defesa generalizada em cacau, cuja
expressao ocorre em interaq&és com diversos patogenos.

As polifenoloxidases representam um componente de uma série de
respostas de defesa nfio so6 pela capacidade de inativar enzimas pectoliticas
produzidas por patdgenos, mas também por catalisar a oxidagdo de fendlicos a
quinonas com elevada toxicidade a microrganismos (Leatham, King e
Stahmann, 1980). No presente estudo, observaram-se diferengas estatisticamente
significativas na atividade destas enzimas nas plantas tratadas com o BTH em
comparagdo com as plantas testemunhas, o que- refor¢a a idéia de que, no
processo de resisténcia induzida por BTH deva ocorrer um conjunto de respostas
de defesas, como, neste caso, o acimulo de compostos fendlicos e lignina.
Embora a atividade de polifenoloxidases ndo tenha apresentado diferengas
significativas em plantas de cacaueiro tratadas e nao tratadas com BTH em
estudo realizado por Nojosa (1999), outros autores mostraram que essas enzimas
podem ter um papel importante como parte de um conjunto de respostas de
defesa em plantas resistentes de cacaueiro, juntamente com a peroxidase e a
fenilalanina amonia-liase (Okey et al., 1997).

A participagdo das polifenoloxidases no processo de resisténcia induzida
merece maiores &studosh é;xl -plantas de cacaueiro, visto que em estudos recentes
com plantas de pepino e tomate tratadas com benzotiadiazole, os principais
mecanismos relatados constituiram-se de acumulo de compostos fendlicos,
resultando na expressdo de resisténcia em plailt'as‘ suscetiveis a Pythium ultimum
e Fusarium oxysporum f. sp. radicis-l}:coper.sjiijf,: ‘fespéc_ti'yamehte'(Bénhamou e
Bélanger, 1998 a;b). ' |
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Além disto, outros estudos, principalmente com a utilizagiio de técnicas
histopatoldgicas, devem ser realizados no intuito de ratificar os resultados
obtidos no presente trabalho, através da detecgdo de estruturas morfolégicas de
defesa pos-infeccional, representadas principalmente pelo depésito de lignina e
calose, entre a parede celular e 2 membrana plasmatica das células vegetais.

As respostas de defesa envolvidas no processo de resisténcia induzida
necessitam de estudos mais detalhados, inclusive sobre a atividade de enzimas
hidroliticas como quitinase e B-1,3-glucanase, e de enzimas relacionadas com a
rota de fenilpropandides, dentre elas a fenilalanina aménia liase e a chalcona
sintetase, a fim de buscar um melhor entendimento das alteragdes fisiologicas
ocorrentes nas plantas durante o processo de indugdo de resisténcia mediada
pelo benzotiadiazole.
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1.

6 CONCLUSOES

O aumento na atividade das enzimas peroxidases e polifenoloxidases
representa uma importante alteracdo fisioldgica no processo de resisténcia
induzida a V. dahliae em plantulas de cacaueiro pulverizadas com BTH.

A sintese e acimulo de compostos fendlicos e lignina possivelmente sio
respostas efetivas no processo de defesa induzido por benzotiadiazole, em
plantulas de cacaueiro a V. dahliae.

Nio foi detectada a producdo de fitoalexinas nas condigGes e metodologia
utilizadas, podendo até mesmo ser que as mesmas nio estejam envolvidas
no processo de resisténcia induzida por BTH, tomando-se necessario mais
estudos com uma maior quantidade de amostra.
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TABELA 1A - Quadro da andlise de varidncia Varidvel Severidade 1* Avaliagiio

CAUSAS DA VARIACAO ___ GL. SQ. QM VALOR F
BLOCOS 3 06284376 02094792 09804 NS
TRATAMENTOS (8) 194519349 24314919 114838 **
TEST. vs. FATORIAL 1 54725343 54725343 25,8464 **
TESTI vs. TEST2 1 6,8449999  6,8449999 32,3285 **
(TEST1 vs. TEST2] vs. TEST3 1 2,5480166  2,5480166 12,0341 **
DOSE 1 0,0737008 00737008  0,3480NS
EPOCA 2 39757709  1,9878855 9,3886 **
DOSE x EPOCA 2 05369114 02684557 1,2679 NS
RESIDUO 24 50815919 02117330

TOTAL 35 25,1619

MEDIA GERAL = 1,248056
CV = 36,869 %

TABELA 2A -Quadro da andlise de variincia Variavel Severidade 2° Avaliacdo

CAUSAS DA VARIACAO  GL. S.Q. QM. VALOR F
BLOCOS 3 0,1280628 0,0426876  0,2198 NS
TRATAMENTOS (8) 258382031 3,2297754 16,6301 **
TEST. vs. FATORIAL 1 12,7596675 12,7596675 65,6997 **
TEST1 vs. TEST2 1 74498003  7,4498003 38,3591 **
[TEST1 vs. TEST2] vs. TEST3 1 4,0016666 4,0016666 20,6046 **
DOSE 1 0,0026016 0,0026016  0,1339 NS
EPOCA 2 04800305 0,2400152  1,2358 NS
DOSE x EPOCA 2 1,1444358  0,5722179  2,9464 NS
RESIDUO 24 46610899 0,1942121

TOTAL 35 30,62736

MEDIA GERAL = 1,761111
CV = 25024 %

79



TABELA 3A - Quadro da andlise de varidncia Variavel Severidade 3* Avaliacio

CAUSAS DA VARIACAO GL. S.Q. QM. VALORF
BLOCOS 3 0,2419779 0,0806593  0,4115 NS
TRATAMENTOS (® 285768529  3,5721066 18,2249 **
TEST. vs. FATORIAL 1 13,9304012  13,9304012 71,0731 **
TESTI vs.TEST2 1 8,2621122 8,2621122 42,1534 **
[TEST1 vs. TEST2] vs. TEST3 1 4,3265042 43265042 22,0739 **
DOSE 1 0,0077020 0,0077020  0,0393 NS
EPOCA 2 0,5682562 0,2841281  1,4496 NS
DOSE x EPOCA 2 1,4502101 0,7251050  3,6994 *
RESIDUO 24 4,7040249 0,1960010
TOTAL 35 33,52286

MEDIA GERAL = 1,833889

CV = 24141%

TABELA 4A - Quadro da andlise de variincia Variavel Peso

CAUSASDA VARIACAO GL. S.Q. QM. VALORF

BLOCOS 3 287460208  9,5820069 09543 NS
TRATAMENTOS (8) 1262,2799438 157,7849930 157138 **
TEST. vs. FATORIAL 1 706,3787345 706,3787345 70,3483 **
TEST! vs.TEST2 1 320,1714720 320,1714720 31,8859 **
[TEST! vs. TEST2] vs. TEST3 1 1882160204 188,2160204 18,7444 #**
DOSE 1 0,5581168 0,5581168  0,0556 NS
EPOCA 2 254062915  12,7031457 12651 NS
DOSE x EPOCA 2 21,5493534  10,7746767 10730 NS
RESIDUO 24 2409879126  10,0411630

TOTAL 35 1532,014

MEDIA GERAL = 11,509722
CvV=273531%

80



TABELA 5A - Quadro da andlise de variincia Variavel Altura

CAUSASDA VARIACAO  G.L. S.Q. QM. VALORF
BLOCOS 3 398818410  13,2939470 0,8312 NS
TRATAMENTOS (8) 1623,8766425 202,9845803 12,6914 **
TEST. vs. FATORIAL 1 619,0506374 619,0506374 38,7054 **
TESTI vs. TEST2 1 489,0628602 489,0628602 30,5781 **
[TEST1 vs. TEST2] vs. TEST3 1 1224468678  122,4468678 17,6559 *
DOSE 1 2,0532657 2,0532657  0,1284 NS
EPOCA 2 358,5234661 179,2617330 11,2081 **
DOSE x EPOCA 2 32,7398504  16,3699252 1,0235NS
RESIDUO 24 383,8533485  15,9938895
TOTAL 35 2047,612

MEDIA GERAL = 25,688055
CV=15568%

TABELA 6A - Quadro da anilise de Regressio Linear da varidvel Severidade 1°

avaliacdo
CAUSAS DA VARIACAO GL. S.Q. QM. VALORF

MODELO 1 3,97808 3,97808 18,7882 **
EPOCA 1 3,97808 3,97808 18,7882 **
DESVIOS DE REGRESSAO 1 0,01288 0,01288 0,0608 NS
RESIDUO 24 5,081592 02117330
TOTAL 27 13,05063

R%=099

CV=2,63
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TABELA 7A - Quadro da andlise de Regress3o Polinomial variavel Severidade 3°

Avaliacdo
CAUSAS DA VARIACAO GL. SQ QM. VALOR F

MODELO 4) 168384 04209 2,147744 NS
DOSE LINEAR 1 0,008068 0,008068 0041163 **
EPOCA LINEAR 1 0,080476 0,080476  0,41059 **
DOSE LINEAR EPOCA LINEAR 1 1,368076 17368076  6,979944 **
DOSE LINEAR EPOCA QUAD. 1 0227212 0227212 1,159239 NS
DESVIOS DE REGRESSAO 1 036212 0,36212 1,847542 NS
RESIDUO 24 4,704025 0,196001
TOTAL 20  6,7499

R*=0,82

Cv=

TABELA 8A - Quadro da anilise de varidncia Varidvel Altura Regressio Linear

CAUSAS DA VARIACAO GLL. S.Q QM. VALORF
MODELO 1 34049496  340,49496 21,2890 **
EPOCA 1 340,494936  340,494936 21,2890 **
DESVIOS DE REG. 1 17,92 17,92 1,1204 NS
RESIDUO 24 383,8533485 15,9938895
TOTAL 27 1082,763

R*=0,95

CV=6,58

TABELA 9A - Sequéncia de solventes utilizados na eluicdo das amostras provenientes
de plintulas de cacaueiro em coluna de cromatografia "Flash"

Seolventes Quantidade (mL) Proporcio
. Hexano 30 -
Eter : Hexano : Metanol 100 6:3:1
Eter : Metanol 60 2:1
Metanol 70 -
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