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RESUMO

PEREZ, Jane Oliveira. Caracterizacfio de isolados de Crinipellis perniciosa,
induciio de resisténcia A vassoura-de-bruxa no cacaueiro e andlise de
peroxidases na interagdio planta-patégeno. 2002. 81p. Tese (Doutorado - em
Agronomia - Fitopatologia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG*.

Os estudos sobre a variabilidade de Crinipellis perniciosa, a utilizagéio
de compostos sintéticos na indugfio de resisténcia e o conhecimento das
alteragBes fisiologicas induzidas por patégenos e por indutores de resisténcia,
como o ASM, representam uma ferramenta adicional dentro do manejo
integrado da vassoura-de-bruxa do cacaueiro. Quatorze isolados distintos dos
hospedeiros (Theobroma cacao, T. grandiflorum, T. bicolor, Heteropterys
acutifolia e Solanum lycocarpum), foram caracterizados através da anilise de
grupos de incompatibilidade somitica, perfil eletroforético ¢ atividade de
peroxidases. Observou-se variacbes de 19 a 94% de dissimilaridade entre os
isolados, sendo que a 60% de dissimilaridade, foi possivel definir cinco grupos
de isolados, com alguns sub-grupos presentes. Os isolados (Cp2 e CpS5)
provenientes de Belém-PA e Santo Amaro-BA, ambos de cacau, foram
compativeis, demonstrando nfio haver clara relagio entre os grupos de
hospedeiros e a localizagdo geogrifica. O isolado (Cpl) proveniente de Ouro
Preto D'Oeste-RO (cacau), apresentou a maior divergéncia genética (94%) em
relagdo aos demais. Entre os hospedeiros alternativos, os isolados Cp12 e Cpl3,
provenientes de T. bicolor e S. lycocarpum, apresentaram a mesma a distancia
genética, sendo similar aos isolados de cupuagu, indicando uma maior
proximidade genética. Para o perfil eletroforético em gel de poliacrilamida,
verificou-se diferengas entre os isolados quanto a intensidade de coloracéio ¢
mobilidade da banda no gel. O isolado de Ouro Preto D'Oeste apresentou uma
banda de isoenzima diferencial em relagfio aos demais. A otimizagfio do uso do
acibenzolar S-metil em combinago com micronutrientes ou fungicidas foi
avaliado para protegio de mudas de cacau a vassoura-de-bruxa. Mudas da cv.
SIC-23 foram pulverizadas aos 15, 30 e¢ 60 dias antes da inoculagfio, pas
dosagens de 0,05; 0,1 e 0,2 mg i.a/ mL de dgua. Obteve-se um efeito protetor
maior na dosagem de 0,2 mg i.a/mL aos 30 dias antes da inoculagfio. Aplicou-se
+-0 ASM e os produtos & base de micronutrientes Axcell®, Hortifés PK e
Growmaster Mn® (14% Mn, produzido pela Intercuf), 15 dias antes da
inoculagdo nas dosagens de 1250 pL; 1000 puL e 1000 pL/mL de égua,
respectivamente. Os micronutrientes niio foram eficientes em reduzir a doenga,
no entanto, 0 ASM apresentou uma protegdo préxima a 50%, em comparagdo
com a testemunha inoculada, Os produtos: ASM 0,2 mg/ mL; Azoxystrobin 0,2
mg/ mL; 6xido cuproso 9 mg/mL; chlorotalonil 1,5 mg/mL; ASM +
azoxystrobin 0,1 mg/mL + 0,1 mg/mL; ASM + chlorotalonil 0,1 mg/mL + 0,75
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mg/mL; ASM + ox. cuproso 0,1 mg/mL + 4,5 mg/mL, foram aplicados via
pulverizagdo foliar 15 dias antes da inoculagio em mudas de cacau da cv.
suscetivel SIC-23. Os melhores tratamentos foram Azoxystrobin, 6xido cuproso
e a combinagio ASM + Azoxystrobin, conferindo protecdio de 86,6; 84,7 e
82,8% respectivamente, em relagio 2 testemunha inoculada. O perfil
eletroforético da enzima peroxidase foi avaliado em gel de poliacrilamida aos 3,
7, 15 e 30 dias apés a aplicagdo do produto em mudas de cacau resistente
(Theobahia) e suscetivel (SIAL 169 e SIC-23). Verificou-se que a maior
intensidade enzimatica foi observada no clone SIAL-169, tratadas ou nfo com
ASM, 3 dias ap6s pulverizagiio. Para as mudas do clone Theobahia, a maior
intensidade ocorreu aos 30 dias, para as mudas tratadas com o indutor. No clone
SIC-23, a maior intensidade de coloragio da banda ocorren nas mudas que
receberdio aplicago do ASM e depois foram inoculadas em todas as épocas. J4
para a atividade enzimética de peroxidase, verificou-se que o pico da enzima na
cv. Theobahia ocorreu aos 30 dias apés o tratamento com ASM e para a cv. SIC-
23, pico da enzima ocorren aos 15 dias apés o tratamento com ASM e depois

foram inoculadas.

* Comité Orientador: Mério Lucio Vilela de Resende - UFLA (Orientador),
Dulcinéia de Carvalho- UFLA, Maria das Gragas Claret de Sousa-
CPAA/EMBRAPA, Ludwig Heinrich Pfenning — UFLA.



ABSTRACT

PEREZ, Jane Oliveira. Characterization of isolates of Crinipellis perniciosa,
induction of resistance to witches’broom on cocoa and analyses of

peroxidases in the plant-pathogen interaction. 2002. 81p. Thesis (Doctorate
in Agronomy - Phytophatology) - Federal University of Lavras, Lavras, MG*

Studies involving the knowledge of the variability of Crinipellis
perniciosa, the use of synthetic compounds for the induction of resistance in
plants in the knowledge of physiological changes induced by pathogens and by
inducers of resistance like ASM is basic for determination of biochemical
processes involved in defense mechanisms of plants against pathogens are
extremely important for the integrated management of witches’broom disease.
Micelial pairings in Petri dishes were carried out among 14 isolates from several
hosts (Theobroma cacao, T. grandiflorum, T. bicolor, Heteropterys acutifolia
and Solanum lycocarpum). Genetic dissimilarities ranging from 19 to 94% were
found. Five groups of isolates with some subgroups inside, were defined, by
using a limit of dissimilarity of 60%. It was observed that isolates from cocoa
from different regions, such as Belém, PA (Cp2)and Santo Amaro;, BA (Cp5)
were compatible, therefore there was no clear relationship between compatibility
and geographic localization. An isolate (Cpl) from Ouro PretoD’Oeste, RO,
presented the largest genetic divergence (94%) in relation to the others. Amongst
the population originated from cupuagu, the isolate Cp8 from Belém, PA was
more similar to the isolate Cp11 from Itabuna, BA. However, isolates Cp12 and
Cp13 from the alternative hosts T. bicolor and S. lycocarpum showed the same
genetic distance in comparison with isolates from cupuagu, indicating a possible
genetic proximity among them. In relation to data obtained from enzymatic
pattern, it was observed that the activity of the enzyme peroxidase (PO) was
efficient in the differentiation of isolates with differences at the intensity of
colour and mobility on gel. The isolate from Ouro Preto D’Oeste, RO, presented
an isoenzyme band not present in others isolates, from cocoa or other hosts. The
optimization of use of Acilbenzolar S-methyl together with micronutrients or
fungicides was investigated for the protection of cocoa seedlings against
witches’broom disease.of the disease. ASM was sprayed on cocoa seedlings, 15,
30 and 60 days before inoculation, at doses of 0.05, 0.1 and 0.2 mg of active
ingredient/mL of water. The best efficacy of protection was obtained when ASM
was sprayed at 0.2 mg of a.i/mL, 30 days before inoculation. ASM was also
tested together with micronutrient based products, 15 days before inoculation,
however, no increase in efficacy against witches’broom was noticed. Finally,
ASM at the dose of 0.2 mg/ mL had its performance assessed in comparison
with azoxystrobin (0.2 mg/ mL), cuprous oxide (9.0 mg/mL); chlorotalonil (1.5
mg/mL); ASM + azoxystrobin (0.1 mg/mL + 0.1 mg/mL); ASM + chlorotalonil
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(0.1 mg/mL + 0.75 mg/mL); ASM + cuprous oxide (0.1 mg/mL + 4.5 mg/mL),
all sprayed 15 days before inoculation. The best treatments were: azoxystrobin,
cuprous oxide and the combination ASM + azoxystrobin, conferring protection
of 86.6, 84.7 and 82.8%, respectively, in relation to the inoculated control. The
eletrophoretic profile of peroxidase was evaluated in polyacrilamide gel, 3, 7, 15
and 30 days after sprayings in the cocoa seedlings resistant (Theobahia) and
susceptible (SIAL-169 and SIC-23).It was observed great enzymatic intensity in
seedlings of SIAL-169, treated or not with ASM, 3 days after ASM spraying.
For Theobahia seedlings, the beginning of enzyme intensity occurred 7 days
after spraying, peaking at 30 days. In the case of SIC 23, the great intensity was
observed, at all times assessed, in seedlings sprayed with ASM and inoculated
with C. perniciosa. The peak of peroxidase activity in cv. Theobahia occurred
30 days after the treatment with ASM. In the case of SIC 23, The peak of
peroxidase activity occurred 15 days after the treatment with ASM and
inoculated with C. perniciosa.

* Guidance Committee: Mdrio Licio Vilela de Resende - UFLA (Adviser),
Duicinéia de Carvalho- UFLA, Maria das Gragas Claret de Sousa -
CPAA/EMBRAPA, Ludwig Heinrich Pfenning - UFLA



CAPITULO 1

CARACTERIZACAO DE ISOLADOS DE Crinipellis perniciosa,
INDUCAO DE RESISTENCIA A VASSOURA-DE-BRUXA NO
CACAUEIRO E ANALISE DE PEROXIDASES NA INTERACAO
PLANTA-PATOGENO



1 INTRODUCAO GERAL

A érea cultivada com o cacaueiro vem decrescendo de forma bastante
significativa nos Estados do Amazonas, Pard, Acre, Rondénia e, principalmente,
no Sul da Bahia, com uma redugfio em torno de 75% na produgéo(Luz et al.,
1997). Virios fatores estdo contribuindo para esta queda, mas a principal causa ¢
a doenga conhecida como “vassoura-de-bruxa”, causada pelo fungo Crinipellis
perniciosa (Stahel) Singer, sendo esta considerada a mais grave das
enfermidades. Atualmente essa doenga ¢ um ponto de estrangulamento para a
implantagiio de novos cultivos e para competitividade da cacauicultura nacional
no mercado internacional (Silva, 1997).

As perdas provocadas pela vassoura-de-bruxa na cultura sio bastantes
significativas, chegando a reduzir a produgdo em até 90% quando ocorre alta
incidéncia da doenga. No Sudeste do Estado da Bahia, a produgdo ji sofreu
perdas significativas de 75% (Pereira et al.,1989), o que provocou a extingdo de
grandes 4reas produtivas remanescentes da Mata Atlantica (Luz et al., 1997).

| As medidas de controle implementadas até o momento ndo tém
alcangado resultados satisfatérios, principalmente devido a alta variabilidade do
patogeno e as condigSes ambientais, o que inviabiliza e dificulta a obtengdo de
cultivares resistentes. Deste modo, surge a necessidade de um maior
entendimento sobre a variabilidade do fungo para que seja possivel otimizar
medidas alternativas e implementa-las dentro do manejo integrado da doenga.
Dentre estas medidas, pode-se citar a resisténcia induzida (RI), cujo mecanismo,
de amplo espectro, foi desenvolvido durante a evolugio das plantas como
resposta ao ataque de inimigos naturais. Vérias sio as substdncias que podem ser
utilizadas como indutores de resisténcia em plantas sem que estas sejam
modificadas geneticamente (Stadnik, 2000). Entre os diversos indutores ja

conhecidos, uma nova molécula, andloga ao cido salicilico (AS), o éster S-metil



do é4cido benzo-(1,2,3)-tiadiazole-7-carbotidico, um composto do grupo
benzotiadiazole (BTH), que apresenta como nome comum acibenzolar S-metil
(ASM), é considerado o primeiro representante de uma nova geragio de
protetores de plantas eficientes na indugdio de resisténcia (Knight et al., 1997,
Lyon & Newton, 1997). Este produto pode ser empregado isoladamente ou em
misturas com fungicidas (Uknes et al., 1996), podendo, desta forma, aumentar a
sua eficicia e a dos produtos utilizados. Sendo assim, o desempenho de um
elicitor de resisténcia pode ser melhorado, ou mesmo estabilizado, se associado
a outros indutores de resisténcia, a fungicidas e até mesmo a micronutrientes que
podem funcionar como cofatores de vérias enzimas envolvidas na sintese de
compostos fen6licos ou terpendides, comprovadamente importantes substéncias
de defesa do cacaueiro (Aguilar & Resende, 2000).

Entretanto, para que a indugfio de resisténcia seja eficaz e confira uma
proteciio adequada 3 cultura, é necessério otimizar a utilizagio dos diferentes
indutores € que se conhega a variabilidade do patégeno e os possiveis
mecanismos bioquimicos de resisténcia que estio envolvidos no patossistema
para que se possam disponibilizar produtos menos téxicos a0 homem e ao meio '
ambiente para um manejo adequado da doenga.

Os objetivos deste trabalho foram estudar a variabilidade patogénica de
C. perniciosa, a otimizag¢#o do uso do Acibenzolar S-metil (ASM) na protegéio
de mudas de cacau a vassoura-de-bruxa e os possiveis mecanismos de defesa

envolvidos na resisténcia a C. perniciosa apés o tratamento indutor com ASM.



2 REFERENCIAL TEORICO

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é uma cultura perene de origem
tropical, cujo centro de origem estd localizado na bacia amazbnica; é uma
fruteira de grande importincia sécio-econdmica para o Brasil, uma vez que ¢
responsavel por cerca de 50% das exportagdes de améndoas, que geram e
sustentam a indistria de chocolates. Entretanto, este setor agricola vem sofrendo
graves mudangas na sua estrutura e expansdio devido, principalmente, a
ocorréncia de doencas, entre elas a vassoura-de-bruxa, que ¢ considerada,
atualmente, a principal causa da queda de produgdo e exportacdo de améndoas
para o mercado externo. Devido & ocorréncia desta doenga, o Brasil passou de
segundo maior produtor para quarto no ranking mundial, ficando atrs da Costa
do Marfim, Gana e Indonésia ( ICCO, 1998; Niella, 2000).

A doenga estéd amplamente distribuida em todas as dreas produtoras da
Amazénia e Sul da Bahia, visto que estas regibes apresentam condigdes
agroecolégicas bastante propicias ao desenvolvimento e disseminagdo do
patogeno. C. perniciosa, agente etiolégico desta doencam, é um fungo da classe
dos basidiomicetos, que apresenta uma fase monocaritica (parasitica) no seu
ciclo vital, o qual é composto de uma fase inicial da germinag#io do basidiésporo
unicelular hapléide, no substrato, até produzir um micélio, prolongado ¢ sem
grampos de conexdo, que constitui a fase vegetativa do ciclo de vida. A fase
saprofitica é caracterizada pela presenca de vassouras secas, frutos mumificados
¢ outros orgdos colonizados ¢ mortos pelo patégeno, sendo que o micélio
apresenta-se intracelular, dicaritico € com grampos de conexiio, nos quais ha
formagdo dos basidiocarpos. A Gnica estrutura infectiva dos basidiomicetos sdo
os basididsporos, que se formam a partir de projegdes do basidio, os esterigmas,
como baldes inflados (Krugner & Bacchi, 1995).

No cacaueiro, a doenga afeta principalmente os tecidos meristematicos,

induzindo sintomas de superbrotamento em gemas vegetativas, almofadas



florais, flores e frutos. Em mudas, o sintoma inicialmente ocorre no broto apical,
com engrossamento, secamento ¢ morte das folhas. Nas brotagdes vegetativas,
as infecgdes induzem a hiperplasia do ramo, com emisséo de lancamentos curtos
e brotagGes laterais, com folhas apresentando, na sua maioria, crescimento
reduzido. Posteriormente, com o ramo seco, observa-se o sintoma conhecido
como vassoura de bruxa. Quando a infecgio ocorre na época da floragéo,
verifica-se um aumento na emisséo de botdes florais, o que ocasiona o posterior
aborto das flores, gerando os sintomas de vassoura verde, que sdo geralmente
visiveis cerca de quatro a seis semanas apés o inicio da infecgio. Em frutos
jovens, ocorre paralisagdo do crescimento ¢ mumificagdo ficando estes presos as
arvores, quando nio morrem (Luz et al., 1997).

Estudos sobre a variabilidade de C. permiciosa em cacaueiro sdo
confusos, pois sabe-se que apesar de existirem diferentes formas patogénicas,
nio se pode afirmar que estas sejam ragas, uma vez que ainda nio se
estabeleceram hospedeiros diferenciais (Luz et al, 1997). Observam-se
variagdes dentro da populagdo deste patogeno em decorréncia da sua adaptagio

" a outras plantas. Purdy & Schmidt (1996) citam que o biétipo-S, patétipo de C.
perniciosa, esti bem adaptado a hospedeiros da familia das solanaceas, enquanto
o biétipo-B, a hospedeiros da familia Bixaceae (Bixa orellana), além dos
biétipos-C (Cacau) e L (Liana). Wheeler & Mepsted (1988) citam que existem
algumas hipéteses sobre a variabilidade patogénica de diferentes isolados de C.
perniciosa. Uma delas ¢ sobre a formagéio da vassoura, que inicialmente surge
de basidiésporos simples, sendo o micélio na vassoura seca provavelmente
autodicariético. Entretanto, algumas vassouras sdo semelhantes as que surgem
de infecgdes de multiplos basidiésporos. Anastomoses entre micélios de
diferentes origens de basidiésporos poderiam dar oportunidade ao surgimento de
heterocarios no micélio saprofitico, com subsequente aumento da variabilidade
na préxima geragio de basidiésporos. O teste desta hipétese é de fundamental



interesse porque o conhecimento sobre o potencial de diversidade deste
patdgeno, especialmente dentro de uma regido produtora de cacau, é importante
para o planejamento de programas de manejo integrado da doenga, incluindo o
uso da resisténcia induzida.

Contudo, para que se conhega a diversidade dentro de uma populagéo
fungica, vérias técnicas podem ser utilizadas para caracterizar isolados. Entre
estas técnicas pode-se citar os sistemas de cruzamento (incompatibilidade
somética) e a andlise de isoenzimas. Estas técnicas visam identificar de forma
mais rapida e precisa os agentes patogénicos, diferenciar ragas e bidtipos, bem
como conhecer a sua diversidade genética entre e dentro das populagdes, através
do grau de similaridade dos individuos (Dahlberg & Stenlid 1995).

A reacdo de incompatibilidade somdtica ocorre quando ha formagdo de
uma zona de delimitagdo separando isolados incompativeis, podendo ou néo
ocorrer uma alteracdio na pigmentagéo ou na produ¢do de compostos inibitérios.
Este processo ¢é originado devido ao abortamento da fusdo celular, ou seja, as
hifas de dois individuos néio s#o geneticamente idénticas, evitando, desta forma,
que os genodtipos existam num mesmo citoplasma. Entretanto, se os individuos
sio geneticamente semelhantes, ocorre a fusio celular entre as hifas,
desfavorecendo a rea¢do de incompatibilidade (Dahlberg & Stenlid 1995).

Hedger et al. (1987) observaram diferencas entre isolados de C.
perniciosa de T. cacao (bibtipo C) através da formag@io de zona de transi¢io em
culturas de dicarions de diferentes 4reas, que foram confrontados com isolados
de cacau oriundos de Trinidad Tobago ¢ do Brasil. Anteriormente, Andebrhan
(1986) ja& havia observado diferengas entre isolados obtidos de vassouras secas
coletadas em plantagSes comerciais de 13 diferentes pontos geogrificos da
Amazlnica, mediante avaliagio da taxa de crescimento micelial das reagdes
bioquimicas, estudos de compatibilidade somética e testes de patogenicidade,

sendo os isolados classificados em 4 grupos, conforme a regifo de coleta. Os



isolados provenientes de hospedeiros alternativos mostraram reagdes diferentes
quando comparados com os isolados de T. cacao (cacau), com excegdo de Liana
(cipd).

Diferentes grupamentos geograficos de isolados de C. perniciosa tém
sido baseados em caracteristicas morfoldgicas e culturais, grupos de
compatibilidade somética (SCG), anilises moleculares e reagdes bioquimicas
em Theobroma cacao e outros espécies de Theobroma (Hedger et al., 1987;
Andebrhan, 1988; Bastos et al, 1988; Wheeler & Mepsted, 1988). Variantes
saprofiticas tém sido observadas em C. perniciosa ¢ agrupamentos de
compatibilidade somitica e caracteres morfologicos estdo sendo usados para
auxiliar na detecgio da variabilidade.

Estudos de compatibilidade somética entre isolados de C. perniciosa,
foram desenvolvidos por Oliveira (1995). O autor verificou que todos os
isolados testados provenientes da Amazonia foram incompativeis com os
isolados de cacau da regido cacaueira da Bahia. Yamada & Oliveira (2000)
utilizaram diversos sistemas énzimiticos para diferenciar 110 isolados de C.
perniciosa e observaram que dos sistemas avaliados, MDH; FLE,PGLPGM 6-
PG e IDH foram eficientes em detectar eletromorfos em todos os isolados,
evidenciando que a anilise com iscenzimas foi Util nos estudos de variabilidade
entre as populagdes deste patégeno.

Outra técnica bastante utilizada na caracterizagdio e diferenciagio de
isolados é o método de RAPD, por sua rapidez e simplicidade. Viérios trabalhos
ja foram desenvolvidos utilizando o polimorfismos do DNA de C. perniciosa
para diferenciagio por anilise de RAPD, em vérios géneros e espécies de
Sterculiaceae, Solanaceas ¢ Bixaceae. Os resultados mostraram que a
proximidade entre os isolados é mais importante que a espécie hospedeira, para
determinar a relagio genética entre isolados (Andebrhan & Furtek, 1994).



Devido & alta variabilidade dentro e entre as populagbes de C.
perniciosa, o controle desse patégeno com base em podas fitossanitdrias, o
controle quimico e biolégico niio tém alcangado resultados satisfatérios, até o
momento surgindo a necessidade de se obterem novas medidas a serem adotadas
dentro do manejo, que sejam vidveis, econdmicas e eficientes. Assim, o controle
genético aliado a resisténcia induzida é, atualmente, uma das alternativas mais
promissoras a serem implantadas dentro do manejo da doenga.

A resisténcia de um hospedeiro, dentro do contexto da fisiologia do
parasitismo, € definida como a capacidade da planta de atrasar ou evitar a
entrada ¢/ou a subseqiiente atividade de um patégeno em seus tecidos (Goodman
et al., 1986). Deste modo, cada interagdo hospedeiro-patégeno pode ser encarada
como uma luta entre dois organismos pela sobrevivéncia. Dentro desta luta, as
plantas podem se defender dos agentes fitopatogénicos de forma passiva (pré-
formados) e ativa (pdés-formados). Nestas categorias, estdo incluidos os fatores
estruturais que atuam como barreira fisica, impedindo a entrada do patégeno e
colonizagdo dos tecidos, e os fatores bioquimicos, que ocorrem nas células do
hospedeiro produzindo substincias téxicas ao patégeno ou criando condi¢des
adversas ao crescimento deste no interior da planta (Pascholati & Leite, 1994;
1995).

Visando encontrar medidas de controle mais eficientes no manejo da
doenga vassoura-de-bruxa em diversas espécies de Theobroma, vérios
pesquisadores vém estudando um método eficaz para determinar os possiveis
componentes estruturais e/ou bioquimicos que possam conferir resisténcia, os
quais, controlados diretamente pelo sistema genético, poderiam auxiliar na
identificagdio de fontes de resisténcia e selegio de cultivares (Bell & Mace,
1981; Brownlee, 1990; Tenkouano et al., 1993; Resende et al., 1996).

Indugiio de resisténcia em plantas é um fenémeno no qual ocorre um

aumento no nivel de resisténcia apés a indugio por fatores bi6ticos ou abidticos



que estavam inativos ou latentes, ou seja, produtos quimicos, ndo-patogenos,
formas avirulentas de patbgenos, ragas incompativeis ou formas virulentas de
patégenos em determinadas circunstincias (Pascholati & Leite, 1995; Stadnik,
1999; Romeiro, 1999). A RI caracteriza-se pela auséncia de toxicidade do agente
indutor sobre o patogeno, pela necessidade de um intervalo de tempo para
expressdo da resisténcia ap6s a aplicagio do tratamento indutor, pela sua
supressdo pelo uso de inibidores especificos da expressdo dos genes de defesa do
hospedeiro, pela inespecificidade de protegdo, por ser dependente do genoma da
planta, pela auséncia de resposta a niveis crescentes do indutor, e por ser local e/
ou sistémica (Steiner & Schdnbeck, 1995).

Um dos primeiros relatos sobre indugio de resisténcia em plantas, foi
caracterizado por Ross (1961) quando este demonstrou que a resisténcia
sistémica adquirida foi ativada em plantas de fumo apés infecgSes locais com o
virus do TMV, ocorrendo decréscimo na severidade dos sintomas em infecgdes
secundérias por outros diferentes patogenos. Em geral, a indug#o de resisténcia ¢
sistémica, porque a capacidade defensiva ¢ aumentada nio somente na infecgéio
priméria em certas partes da planta, mas também em partes nfo infectadas. Por
causa deste caréter, resisténcia induzida, foi denominada de resisténcia sistémica
adquirida - SAR (Ross, 1961; Ryals, 1996; Sticher, et al., 1997).

A resisténcia sistémica adquirida se desenvolve sistemicamente ou
localizadamente em resposta a um patégeno que causa uma lesdo necrdtica,
reagdo de hipersensibilidade (HR) ou por aplicagio exégena de 4cido salicilico
(AS) ou compostos sintéticos como o estér S-metil do dcido benzo [1,2,3]
tiadiazol-7-carbotidico (BTH) e o 4cido 2,6-dicloroisonicotinico (INA). Neste
caso, a resisténcia geralmente é efetiva contra um amplo espectro de patogenos e
est4 associada com a produgdio de proteinas relacionadas & patogénese (PRP's),
cuja rota de elicitagio é mediada pelo &cido salicilico (Hammerschmidt &
Smith-Becker, 1999). Evidéncias da atua¢io do acido salicilico (AS) foram



obtidas ap6s a sua utilizagdo em experimentos com plantas transgénicas de fumo
e Arabidopsis, as quais exibem aumentos de suscetibilidade e/ou resisténcia com
a variagdo das concentragbes de AS (Hammerschmidt & Smith-Becker, 1999).

O metabolismo do AS em plantas ocorre através do fluxo da rota dos
fenilpropanoéides, no qual a fenilalanina é convertida a 4cido transcinimico pela
enzima Fenilalanina aménia liase (PAL), o qual induz a SAR através da
sinalizagdo para o acimulo de PRP’s, fitoalexinas e formagéio de biopolimeros
protetores como a lignina, calose e glicoproteinas ricas em hidroxiprolina, além
de papilas em algumas intera¢des fingicas (Klessig & Malamy, 1994; Wei, et al,
1995). O AS também € capaz de inibir a enzima catalase, que € responsével pela
conversdo do H;O; em H,O + O,. A inibi¢éio da catalase induz um aumento na
taxa de H,O; citoplasmitico, que € formado nas etapas iniciais das respostas de
defesa sistémica das plantas (Vernooij et al., 1994; Ryals et al., 1994). O H;0,,
por sua vez, pode ser toxico diretamente ao patégeno ou atuar na sinalizagdo
para expressio de genes relacionados 4 defesa, como, por exemplo, o 4cido
benzbico2-hidrolase.

A aplicagio de compostos tipo AS, BTH (Bion®) e INA, dentre outros,
ativa genes de resisténcia que codificam para uma série de enzimas oxidativas,
como as peroxidases (PO) e polifenoloxidases (PPO), e outros fenois oxidativos
que contribuem para a formagfo de barreiras de defesa que reforgam a estrutura
celular (Avdiushko, Ye e Kué, 1993). A maioria dessas enzimas tem sido
correlacionada com defesa a patégenos em diversas plantas, incluindo fumo,
tomate, cucurbiticeas e arroz (Rajappan et al, 1995; Goy et al, 1992;
Rasmussen, 1991).

Diversos trabalhos demonstraram a eficiéncia do Bion® na indugdio de
resisténcia, com aumento nos niveis de enzimas chaves envolvidas nas respostas
de defesa (Oliveira, Pascholati & Leite, 1997; Xue, Charest & Jabaji-Hare,
1998; Resende et al., 2000). Observou-se que a atividade de enzimas
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relacionadas ao metabolismo fenélico foi sempre maior em pléntulas tratadas
com BTH em relagdo s ndo tratadas, o que sugere uma provével participacdo de
fenélicos complexos, como a lignina, no processo de defesa, sendo esta
caracteristica também evidenciada em outras interagdes (Dann & Deverall,
2000; Cavalcanti, 2000).

Outras substincias quimicas, como elementos minerais, podem induzir
resisténcia sistémica em determinadas plantas (Doubrava et al., 1988). Alguns
nutrientes podem funcionar como ativadores, co-fatores e reguladores de
enzimas, afetando a permeabilidade de membranas, e podem estar envolvidos no
controle osmético, transporte de elétrons e sistema-tampdo do protoplasma,
participando de diversos eventos fisiologicos essenciais ao crescimento e
desenvolvimento da planta e podendo ou ndo desempenhar importante papel no
metabolismo secundario dos vegetais (Marschner, 1995). A importdncia e o
efeito de certos micronutrientes nos processos de resisténcia parece estar
relacionada com sua participagio em diversos pontos das rotas metabélicas da
sintese de fenéis e lignina (Grahan & Webb, 1991).

Dentre os micronutrientes, 0 Manganés ¢ um dos mais importantes para
o desenvolvimento de resisténcia em plantas (Grahan & Webb, 1991). Vérios
autores obtiveram sucesso no controle de doencas através da adigdio desse
nutriente ao solo ou a solugdo nutritiva. Para o cacaueiro, Nakayama et al (1998)
verificaram uma redugfo na porcentagem de plantas infectadas pela vassoura-
de-bruxa apés aplicagio de Mn via pulverizagho foliar. Aguilar (1999),
estudando o efeito do Mn sobre o crescimento, os teores de Mn e sua eficiéncia
nutricional em dois genétipos de cacau com resisténcia diferencial 4 vassoura-
de-bruxa, verificou que nos genétipos suscetiveis, na presenca de diferentes
niveis de Mn, os teores de amido e as taxas fotossintéticas foram maiores ¢ a
taxa de infecgdo foi semelhante em todos os niveis de Mn utilizados no genétipo

suscetivel.
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Outros compostos minerais também vém sendo utilizados na indugdo de
resisténcia, como os produtos & base de fosfito. Diversos trabalhos jé
demonstraram a eficiéncia deste produto, principalmente em doengas causadas
por diferentes espécies de Phytophthora (Erwin & Ribeiro, 1996). Na literatura,
ha relatos de aumento na sintese de fitoalexinas ap6s a aplicagdo do fosfito ou de
fosetyl-AL (Guest, 1984; Afek & Sztejnberg, 1989). Guest & Grant (1991),
citados por Erwin & Ribeiro (1996), sugerem que os fosfonatos param ou
retardam o crescimento e a esporulagio do patégeno na planta em razio do
efeito téxico direto, dependente da concentragdo do produto na planta, e que essa
reducdio na taxa de crescimento do patégeno propicia & planta um tempo extra
para que os seus sistemas de defesa atuem, eliminando o patégeno. Além disso,
os autores sugerem que o produto também atua alterando o metabolismo de
patégeno de forma a reduzir sua ag#io supressora sobre os mecanismos defesas
da planta.

Deste modo, o uso de agentes bidticos e/ou abibticos para indugiio de
resisténcia pode possibilitar uma forma de manejo de doengas bastante
promissora, principalmente se houver a utilizagdo de plantas transformadas que
sejam capazes de sintetizar enzimas, fitoalexinas e outros compostos secundérios
em niveis mais elevados, com potencial para manter um nivel tolerdvel de

doenga.
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CAPITULO 2

VARIABILIDADE DE ISOLADOS DE Crinipellis perniciosa USANDO
GRUPOS DE INCOMPATIBILIDADE SOMATICA E PADRAO DE
ISOENZIMAS
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1 RESUMO

PEREZ, Jane Oliveira. Variabilidade de isolados de Crinipellis perniciosa
usando grupos de incompatibilidade somética e padriio de isoenzimas. 2002,
81p Tese (Doutorado em Agronomia - Fitopatologia) - Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.*

Estudos envolvendo o conhecimento da variabilidade de Crinipellis
perniciosa, sdo extremamente importantes para o manejo da doenga vassoura-
de-bruxa do cacaueiro. Isolados de C. perniciosa provenientes de diferentes
hospedeiros e localidades, foram caracterizados através da anilise de grupos de
incompatibilidade somdtica, perfil eletroforético e atividade de peroxidases.
Foram realizados pareamentos em placas de Petri entre 14 isolados distintos dos
hospedeiros (Theobroma cacao, T. grandiflorum, T. bicolor, Heteropterys
acutifolia e Solanum lycocarpum). Observou-se variagdes de 19 a 94% de
dissimilaridade entre os isolados, sendo que a 60% de dissimilaridade, foi
possivel definir cinco grupos de isolados, com alguns sub-grupos presentes. Os
isolados (Cp2 e Cp5) provenientes de Belém-PA e Santo Amaro-BA, ambos de
cacau, foram compativeis, demonstrando n#io haver relagio entre os grupos de
hospedeiros e a localizagdo geogréafica. O isolado (Cpl) proveniente de Ouro
Preto D'Oeste-RO (cacau), apresentou a maior divergéncia genética (94%) em
relagio aos demais. Dentro da populagio de C. perniciosa provenientes de
cupuagu, os isolados Cp8 e Cpl1 sdio mais préximos geneticamente. Entre os
hospedeiros alternativos, os isolados Cp12 e Cpl3, provenientes de T. bicolor e
S. lycocarpum, apresentaram a mesma a distincia genética, sendo similar aos
isolados de cupuagu, indicando uma maior proximidade genética. Para o perfil
eletroforético em gel de poliacrilamida, tendo como substrato para peroxidase,
o-dianisidina e H;0, verificou-se diferencas entre os isolados quanto a
intensidade de coloragdio € mobilidade da banda no gel. O isolado de Ouro Preto
D'Oeste apresentou uma banda de isoenzima diferencial em relagdo aos demais.
Os resultados do perfil isoenzimético de peroxidase, reforga a importancia da
andlise desta enzima em estudos de caracterizagiio e diferenciagdio de isolados
¢/ou racas fisiolégicas de Crinipellis perniciosa.

Comité Orientador: Mario Lucio Vilela de Resende - UFLA (Orientador),
Dulcinéia de Carvalho - UFLA, Maria das Gragas Claret de Sousa - CPAA-
EMBRAPA, Ludwig Heinrich Pfenning — UFLA
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2 ABSTRACT

PEREZ, Jane Oliveira. Variability of isolates of Crinipellis perniciosa using
somatic incompatibility grouping and patterns of isoenzymes. 81p Thesis
(Doctorate in Agronomy - Phytopathology) - Federal University of Lavras,
Lavras, MG.*

Studies involving the knowledge of the variability of Crinipellis
perniciosa are extremely important for the integrated management of
witches’broom disease. C .perniciosa isolates from different hosts and places
were characterized by somatic incompatibility, eletrophoretic profiles and
peroxidase activity. Micelial pairings in Petri dishes were carried out among 14
isolates from several hosts (Theobroma cacao, T. grandiflorum, T. bicolor,
Heteropterys acutifolia and Solanum lycocarpum). Genetic dissimilarities
ranging from 19 to 94% were found. Five groups of isolates with some
subgroups inside, were defined, by using a limit of dissimilarity of 60%. It was
observed that isolates from cocoa from different regions, such as Belém, PA
(Cp2)and Santo Amaro, BA (Cp5) were compatible, therefore there was no clear
relationship between compatibility and geographic localization. An isolate (Cpl)
from Ouro PretoD’Oeste, RO, presented the largest genetic divergence (94%) in
relation to the others. Amongst the population originated from cupuagu, the
isolate Cp8 from Belém, PA was more similar to the isolate Cpl11 from Itabuna,
BA. However, isolates Cp12 and Cp13 from the alternative hosts T. bicolor and
S. lycocarpum showed the same genetic distance in comparison with isolates
from cupuagu, indicating a possible genetic proximity among them. In relation
to data obtained from enzymatic pattern, it was observed that the activity of the
enzyme peroxidase (PO) was efficient in the differentiation of isolates with
differences at the intensity of colour and mobility on gel. The isolate from Ouro
Preto D’Oeste, RO, presented an isoenzyme band not present in others isolates,
from cocoa or other hosts. The results of pattern of peroxidase isoenzymes can
be important in the studies of differentiation and characterization of isolates
and/or physiological races of C. perniciosa.

* Guidance Committee: Mario Liucio Vilela de Resende - UFLA (Adviser),
Dulcinéia de Carvalho - UFLA, Maria das Gragas Claret de Sousa - CPAA-
EMBRAPA, Ludwig Heinrich Pfenning — UFLA
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3 INTRODUCAO

Hoje, a cacauicultura nacional tem o grande desafio de devolver ao
Brasil o posto de um dos maiores produtores e exportadores de améndoas de
cacau. Entretanto, para que isto acontega € preciso vencer alguns obstéculos,
como a doenga vassoura-de-bruxa, cujo agente etiologico € o fungo Crinipellis
perniciosa (Stahel) Singer. A vassoura-de-bruxa do cacaueiro, ¢ a doenga mais
destrutiva da cultura, principalmente na regido sul do Estado da Bahia. C.
perniciosa ¢ patogénico a diversas espécies dos géneros Theobroma, Herrania e
Solanum, dentre outros, o que demonstra a grande variabilidade entre e dentro
das distintas populagdes do fungo.

A incompatibilidade somatica é uma técnica que vem sendo utilizada ha
bastante tempo e estd disseminada entre varios ramos da biologia. Em animais,
plantas e células, a fusdo somatica ¢ regulada através de anastomose. Em fungos,
a regulagiio somatica estd em um nivel mais intimo, determinando que esta fusdo
ou anastomose hifal resulta em uma continuidade citoplasmatica e permutagio
nuclear (Petersen, 1995). Os estudos sobre o relacionamento entre populagdes
com base no sistema de incompatibilidade somatica podem fornecer subsidios
para o conhecimento da especificidade do fungo e o seu estabelecimento nas
diferentes espécies de hospedeiro.

Outro método que pode ser utilizado na distingdo dos isolados ¢ o perfil
eletroforético com base no padrido de isoenzimas, uma técnica bastante utilizada
para classificagdio de determinados grupos de fitopatogenos, de facil aplicagdo e
prética para analise de varias enzimas comumente presentes nos tecidos fiingicos
(Bonde et al., 1984).

Este trabalho objetivou determinar a variabilidade existente entre
isolados de C. perniciosa provenientes de diferentes hospedeiros e regides
geogréficas distintas com base na expressdo de incompatibilidade somatica e na

andlise dos padrdes isoenzimaticos.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fisiologia do

Parasitismo do Departamento de Fitopatologia e no Laboratério de
Melhoramento Florestal do Departamento de Engenharia Florestal da
Universidade Federal de Lavras-MG.

4.1 Obtenciio ¢ manutenciio de culturas polisporicas

Os isolados de C. perniciosa utilizados neste ensaio (Tabela 1) foram

obtidos a partir de vassouras secas coletadas em diversos estados brasileiros,

mantidas em vassoureiros com regime de molhamento controlado a fim de

induzir a produgéo de basidiocarpos.

TABELA 1 Isolados de Crinipellis perniciosa. UFLA, Lavras, MG, 2002.

Codigo _Isolados . Hospedeiro Origem

Cpl Rondénia Theobroma cacao Ouro Preto D' Oeste -RO
Cp2 Belém T. cacao Belém -PA

Cp3 Manaus T. cacao Manaus -AM
Cp4 1Ihéus T. cacao Iihéus -BA

Cps Santo Amaro T. cacao Sto. Amaro -BA
Cpb6 Camacan T. cacao Camacan -BA
Cp7 Altamira T. cacao Altamira -PA
Cp8 Belém-Cupuagu T. grandiflorum Belém -PA

Cp9 Rondénia-Cupuagu 7. grandifiorum Porto Velho -RO
Cp 10  Manaus-Cupuagu T. grandiflorum Manaus -AM
Cpll  Bahia T. grandifiorum Itabuna -BA
Cp12  Bicolor T. bicolor Belém -PA
Cp13  Lobeira Solanum lycocarpum Lavras -MG
Cpl4 Cipd Heteropterys acutifolia  Lavras -MG

Apbs a emissdo e coleta dos primeiros basidiocarpos, os mesmos foram

lavados em 4gua estéril e desinfestados numa solugdo de estreptomicina a 1%.

Os basidiocarpos foram fixados com vaselina em tampas de placas de Petri de
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9cm contendo BDA e mantidos & temperatura de 24 £2°C por 48 h. Apés a
obtengéio de colénias polispéricas, foi efetuada uma nova repicagem de discos
de 7 mm das margens das colonias para o meio BDA, sendo as culturas
mantidas em BOD a temperatura de 26°C e fotopericdo de 12 h. Os isolados
foram conservados em geladeira na micoteca do Departamento de Fitopatologia
da UFLA, Lavras, MG.

4.2 Identificaciio dos grupos de incompatibilidade somitica

A expressido de incompatibilidade somatica entre os isolados miceliais,
foi analisada como descrito por Griffith & Hedger (1994), segundo o qual discos
de meio de cultura com micélio (Smm ), obtidos das margens de colonias com
10 dias de idade, foram pareados a uma distancia de 2cm cada em placas de Petri
(9cm) contendo 20 mL de meio MYEA, invertidas e incubadas a 25° C por 4

semanas. Para cada pareamento, utilizaram-se 4 repetigdes.

4.2.1 Avaliacfio e determinaciio das distéincias

As avaliagbes foram realizadas com base nas reagdes de
incompatibilidade (zona de transicdo) e compatibilidade entre os isolados. Os
dados obtidos foram transformados em matriz de valores binarios, interpretando-
se os resultados pela presenga (1) ou auséncia (0) de compatibilidade entre os
isolados

O célculo dos dados das distincias entre os isolados foram utilizados
para construgiio de um dendrograma originado da andlise de “cluster” (método
Unweighted Pair Group Analyses - UPMGA), utilizando o programa Statistica
(Statsoft, 1995).
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4.3 Perfil eletroforético de isolados de Crinipellis perniciosa
Basidiocarpos de C. perniciosa de diferentes hospedeiros (Tabela 2)
foram coletados de vassouras secas dispostas em vassoureiro sob condigdes de

temperatura e umidade controlada.

TABELA 2 Basidiocarpos de diferentes hospedeiros de Crinipellis perniciosa.

UFLA, Lavras, MG, 2002.
Cédigo Basidiocarpos Hospedeiro Origem
Cpb 1 Rondénia T. cacao Ouro Preto D' Oeste -RO
Cpb2 Santo Amaro T. cacao Sto Amaro -BA
Cpb3 Itamaraji T. cacao Itamarajii -BA
Cpb4 Camacan T.cacao Camacan -BA
Cpb5 Cipd H. acutifolia Lavras - MG
Cpb6 Bicolor T. bicolor Belém -PA
Cpb7 Cupuagu T. grandiflorum Belém -PA
Cpb 8 Solonacea Nilo identificada Monte Verde -MG

Os basidiocarpos foram coletados, lavados com dgua destilada e
armazenados em ultra-frezer a - 80 °C até o momento da extracdio para obtencdio
das amostras. Posteriormente, foram macerados em almofariz de porcelana com
nitrogénio liquido mantido sobre banho de gelo, adicionando-se tampdo de
extragdo, solugio n° 1, de acordo com Alfenas et al. (1998). Apds as extragdes,
as amostras foram centrifugadas a 4 °C, 12.500 rpm, por 10 minutos. Apés a
centrifugagdo, o sobrenadante foi armazenado em ultra-freezer a - 80°C até o

momento das andlises.

4.3.1 Preparo dos géis e corridas eletroforéticas

A eletroforese em gel de poliacrilamida sob condig¢des desnaturantes foi
conduzida utilizando-se o gel de concentragdio a 12,5%, um gel de separagio a 4
% e o tampiio da cuba Tris-glicina (0,025 M Tris, 0,192 M glicina, 0,1 %),
preparado de acordo com o protocolo de Alfenas et al. (1998). Apés a
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polimerizagio dos géis, foram aplicados individualmente em cada cavidade,
40uL das amostras na canaleta do gel concentrador. Cada corrida eletroforética
foi conduzida a uma temperatura de 4° C, mantendo-se a corrente constante a
10mA, durante 3 horas e 30 minutos. Apds a corrida, os géis foram corados com
solugiio de revelagdo especifica para cada enzima, determinando-se a atividade
de peroxidase (PO), indolacetato oxidase (IAA) e dlcool desidrogenase (ADH),
segundo a metodologia de Alfenas et al., (1998).

4.3.2 Determinagiio da atividade de peroxidases

A atividade de peroxidase foi quantificada através da medida da
absorbincia da rea¢do de oxidagdo do guaiacol, conforme metodologia descrita
por Cortelazzo, Marais & Joseleau (1996), modificada. A mistura da reagéo
consistiu de 40 mM de guaiacol e 20 mM de peréxido de hidrogénio em 40 mM
de tampdo de fosfato de potéssio, pH 6,7. Foram adicionados, & mistura, 100 pL
da amostra diluida, resultando em um volume total de 2,5 mL.

As reagdes ocorreram em temperatura ambiente em torno de 21° C. A
leitura da absorbéncia foi realizada em espectrofotometro Beckmam DU 640B a
420 nm, durante 02 minutos para peroxidases, com acompanhamento em
intervalos de 05 segundos, sendo os valores expressos em mudanga na

absorbéncia por grama de matéria fresca de amostra por minuto.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacfio dos grupos de incompatibilidade somética
De acordo com os dados bindrios obtidos, foi possivel agrupar os
isolados com base nas distincias genéticas calculadas pelo método hierérquico

aglomerativo de agrupamento, sendo possivel ilustrar os resultados na forma de

um dendrograma (Figura 1 e Tabela 1A).

Porcentagem de dissimilaridade genética

ROND_C }—

MANAS_C [— J____
}—
j__

cird
CAMACAN
BELBM C

BAHIA
BICOLOR
LOPEIRA

ALTARA
BELEM ,
STO_AMAR f——'
MANAUS
ILHEUS
RONDONIA

0.1 0.2 03 04 05 08 0.7 08 09 19
r Distincia genética l

FIGURA 1 Anilise de agrupamento (dendrograma) de quatorze isolados de
Crinipellis perniciosa com base na incompatibilidade somética,
Dados originais s@o baseados na matriz das distincias genéticas

(%).
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Pela anélise do dendrograma, verificou-se que a variagiio entre os
isolados foi de 19 a 94% de dissimilaridade. Quando se observa o dendrograma

a uma distdncia de 60%, os isolados foram divididos em cinco grupos distintos
(Tabela 3).

TABELA 3 Grupos de isolados de Crinipellis perniciosa formados com base
nas reagdes de incompatibilidade somética, UFLA, Lavras, MG

2002.
Grupos Denominacdo dos isolados Hospedeiro

1 Cp9,CploeCpl4 Cupuagu e Cipéd
1.1 Cpé Cacau

2 Cp8eCpll Cupuagu
2.1 ’ Cpl12eCp13 Bicolor e Lobeira
2.2 Cp7 Cacau

3 Cp2eCp5s Cacau

4 Cp3eCp4 Cacau

5 Cpl Cacau

De acordo com estes agrupamentos, ndo se observou relagiio entre os
grupos de isolados compativeis e a localizagio geografica. O isolado (Cp 1)
proveniente de Ouro Preto D'Oeste-RO apresentou a maior divergéncia em
relagéio aos demais.

Observou-se que, para os isolados testados, a variabilidade dentro da
populagdo de isolados de C. perniciosa provenientes do cupuagu foi
relativamente baixa, uma vez que o isolad(; Cp 8, de Belém-PA, foi semelhante
ao isolado Cp 11, proveniente do estado da Bahia, com uma disténcia de 56%.
Dentro do grupo 1, os isolados Cp 9 ¢ Cp 10 de cupuagu provenientes de
Rondénia e Manaus apresentaram a menor distancia, indicando, provavelmente,
que sdo mais préximos geneticamente. O isolado de cip6 (Cp 14), apesar de
estar neste grupo, apresentou 50% de dissimilaridade. Um dado interessante
pode ser observado no grupo 2.1, constituido pelos hospedeiros alternativos de
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Bicolor e Lobeira, os quais apresentam distdncia genética similar aos isolados do
grupo 2.

Testes de patogenicidade utilizando isolados de lobeira, realizados por
Viana Junior (2001), indicaram a capacidade destes em causar sintomas de
vassoura-de-bruxa em mudas de cupuagu. Sugere-se que este isolado de C.
perniciosa apresenta alta capacidade de causar doenga em diferentes espécies
hospedeiras, o que confirma a sua similaridade nos testes de compatibilidade
com os isolados de cupuagu da Bahia.

Os agrupamentos definidos nio obedecem &s barreiras ecoldgicas e
genéticas dos diferentes hospedeiros, como observado nos componentes dos
grupos 3 e 4, havendo a necessidade de correlaciond-los com a viruléncia das
populagdes no campo. Estudos de compatibilidade realizados por Almeida &
Andebrhan (1984) com isolados de C. perniciosa provenientes do Pard ndo
permitiram determinar diferencas entre os isolados de diferentes regides e
hospedeiros. O autor considera que a proximidade geogréfica dos isolados
permite que condi¢des de campo contribuam para infecgSes multiplas.
Entretanto, Andebrhan et al., (1998) observaram variagio genética entre isolados
de C. perniciosa do cacaueiro em diferentes municipios do Estado de Ronddnia,
realizando estudos através de testes in vitro e in vivo. Andebrhan et al., (1998)
utilizaram grupos de compatibilidade somética (SCG) e identificaram dois
grupos do fungo: o grupo formado pelos isolados dos municipios de Ouro-Preto
d’Oeste e Jaru ¢ o grupo formado pelos isolados dos municipios de Cacoal e
Ariquemes, caracterizando a existéncia de variabilidade entre grupos de isolados

de C. perniciosa dentro de uma mesma regidio geogréfica.
5.2 Perfil eletroforético de isolados de C. perniciosa

Com base nos resultados do perfil eletroforético para os extratos obtidos

de basidiocarpos de diferentes hospedeiros de C. perniciosa, verificou-se que
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para as enzimas ADH e IAA-oxidase ndo ocorreu atividade enzimatica. No
entanto, para a enzima peroxidase, o perfil enzimatico foi detectado para todos
os isolados (Figura 2). Observou-se a presenga de uma isoenzima comum a
todos os isolados, contudo apresentando diferengas quanto a intensidade de
coloragdo e mobilidade no gel. Para os isolados provenientes de cacau oriundos
da Bahia, verificou-se que as bandas foram diferentes quanto a mobilidade e
intensidade, sendo o isolado (Cpb 4) proveniente de Camacan-BA o mais
divergente em relagdo aos isolados Cpb 2 e Cpb 3, de Santo Amaro e Itamaraji.
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FIGURA 2 Perfil eletroforético dos isolados de Crinipellis perniciosa
provenientes de diferentes hospedeiros em gel de poliacrilamida,
corado com o-dianisidina e H,O, para visualiza¢do das isoenzimas
de peroxidase. A- Santo Amaro, B- Itamaraji, C- Camacan, D-
Cipo, E- Bicolor, F- Cupuagu, G- Solonacea, H- Rondonia.

Para o isolado de cip6 (Cpb 5), o perfil da enzima no gel apresentou uma
maior intensidade de coloragdo e mobilidade, sendo diferente dos demais
isolados. Esta caracteristica também foi observada para o isolado de bicolor
(Cpb 6). Quando se analisou o perfil enzimatico do isolado de cupuagu (Cpb 7),
verificou-se que o mesmo apresenta uma banda com intensidade de coloragdo e
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mobilidade no gel semelhante ao obtido para o isolado de Camacan. Com base
nas ilustragBes apresentadas na Figura 2, observou-se que o isolado (Cpb 8)
proveniente de uma solonicea ainda ndo identificada apresentou um padrdo de
banda com caracteristicas intermedidrias, ou seja, com uma intensidade de
coloragiio menos expressiva, mas com intensidade e mobilidade relativa um
pouco menor que o isolado de cupuagu.

O isolado (Cpb 1) proveniente de Ouro Preto D'Oeste-RO apresentou
perfil enzimitico distinto daqueles apresentados pelos outros isolados, com a
presenca de uma isoenzima a mais e com uma banda de mobilidade diferente.
Este isolado, apesar de ser oriundo de cacau, foi divergente dos isolados de
cacau provenientes da Bahia.

Diferengas no perfil eletroforético de PO podem ser explicadas pela
presenca de isoenzimas diferentes. Diferencas no perfil de isoenzimas podem ser
geradas pela presenga de alelos diferentes codificando para isoformas de uma
mesma enzima. Isoenzimas diferentes podem ocorrer em tecidos diferentes ou
mesmo em tecidos iguais submetidos a diferentes condigdes de desenvolvimento
ou estresses pela expressio de alelos anteriormente ndo expressos sob condigdes
normais de desenvolvimento ou em fase diferentes de desenvolvimento. No caso
dos perfis de isoenzimas apresentados neste trabalho, os mesmos foram obtidos
a partir de extratos provenientes de basidiocarpos e estes se constituem da fase
saprofitica do patégeno, na qual a condigBo nuclear dicariftica pode produzir
mais de um padrio de bandas complexas para a expressdo de alelos separados
(Micales & Bonde, 1995). As diferengas observadas no perfil isoenzimitico de
PO no isolado de Ronddnia indica que este isolado pode apresentar um alelo que
ndo estd presente nos demais isolados e constituir um excelente marcador
molecular para C. perniciosa. Estes dados reforcam a hipétese de que este
isolado apresenta uma ampla diversidade em relagio aos demais, como

observado nos testes de incompatibilidade somética, em que foi o mais
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divergente comparado aos outros isolados, como visto nos resultados do item 4.2
citado anteriormente. Em trabalhos realizados por Niella (2000), observou-se,
sob condi¢des de casa-de-vegetagdo, que o isolado de Ouro Preto D'Oeste foi o
que apresentou a maior média de propor¢des estimadas de incidéncia da doenga
em relagéio aos outros isolados testados sobre o clone Scavina 6 (SCA 6, padrdo
de resisténcia a  vassoura-de-bruxa), vencendo a resisténcia desse clone.
Resende (2000 comunicagdo pessoal) também jai havia observado a alta
viruléncia deste isolado sobre mudas seminais de SCA 6, resultando numa
incidéncia da doenca de até 80%, sendo este isolado o finico capaz de causar
doenga nesta cultivar. A presenga de uma isoenzima diferente para peroxidase
neste isolado sugere que a mesma tenha uma funciio especifica, que possa estar
diretamente relacionada com a alta viruléncia do patégeno e a sua agéo
diferencial envolvida na interagiio de suscetibilidade do clone SCA 6.

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, é provavel que a
atividade diferenciada da PO para este isolado seja um indicativo de que os
tecidos do fungo produzam substincias que podem aumentar e/ou elicitar, nas
plantas hospedeiras, alguns dos sintomas caracteristicos da vassoura-de-bruxa,
Vale ressaltar a importincia de se identificar qual a estrutura desta PO, ji que as
peroxidases de fungos sfo relacionadas as peroxidases de plantas em suas
estruturas primdrias e tercidrias, sendo classificadas dentro da classe II das
peroxidases extracelulares (Welinder et al., 1992). Um trabalho pioneiro
evidenciando a atividade da PO em filtrados obtidos de culturas fangicas de C.
perniciosa, foi realizado por Krupasagar & Sequeira (1969), os quais detectaram
a presen¢a de duas diferentes enzimas oxidando IAA, uma peroxidase com
caracteristicas de IAA-oxidase ¢ uma lacase. De acordo com os autores,
vassouras de cacau infectadas, que exibem pouca domindncia apical e grande
proliferacdo de brotos axilares, ocorrem devido s alteragSes hormonais no nivel

IAA-IAA oxidase, resultando num aumento da atividade de IAA oxidase em
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vassouras terminais e tecidos infectados lateralmente. Segundo Pilet, (1961)
modificagSes observadas em tecidos infectados, como redugdo no tamanho do
limbo foliar, podem ser devidas a um desbalango hormonal provocado por um
aumento da oxidagdo de IAA.

Os resultados obtidos neste trabalho quanto & presenca da atividade de
PO em extratos obtidos de basiodiocarpos confirmam as observagdes feitas por
Krupasagar & Sequeira (1969) e Pilet (1961) quando detectaram a presenca de

PO em extratos miceliais de C. perniciosa.

5.2.1 Determinagiio da atividade de peroxidases

Diferengas significativas foram observadas entre os isolados de C.
perniciosa quanto & medida da atividade de peroxidase, através da leitura de
absorbéncia a 420 nm (Figura 3). Verificou-se que o isolado de cacau (Cpb 3)
proveniente de Itamaraji-BA apresentou o maior pico de atividade,
diferenciando-se completamente do isolado Cpb 1 (Ouro Preto D'Oeste-RO),
que teve a menor atividade enzimitica. A auséncia de distingio com base na
anslise estatistica entre os isolados Cpb 4, Cpb 5, Cpb 6, Cpb 7 e Cpb 8 quanto &
atividade da enzima peroxidase pode ser devida a alteragSes nos niveis de
peroxidases. Estas modificagdes podem ocorrer pela produgdo de novas
isoformas, ou em fun¢do do aumento de formas constitutivas (Siegel, 1993).

Para que ocorra um melhor entendimento sobre o comportamento da
atividade de peroxidase em estruturas reprodutivas, como os basidiocarpos de
Crinipellis perniciosa, recomenda-se que a coleta do material tenha 0 mesmo
estégio de crescimento, maturagiio, etc. Deste modo, estes procedimentos
poderdo fornecer melhores informages sobre a sintese desta enzima nos tecidos
do hospedeiro, para que novos estudos sejam realizados objetivando uma methor

diferenciagdo com base em sistemas isoenzimaticos.
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FIGURA 3 Atividade de peroxidases de isolados de Crinipellis perniciosa,
provenientes de estruturas reprodutivas (basidiocarpos).1) Cacau:
Cpb 1, Ouro Preto D'Oeste; Cpb 2, Santo Amaro; Cpb 3, Itamaraji;
Cpb 4, Camacan; 2) Cipd: Cpb 5, Lavras; 3) Bicolor: Cpb 6, Belém;
4) Cupuagu: Cpb 7, Belém; 5) Solonécea: Cpb 8, Monte Verde.

Sendo assim, de acordo com os resultados obtidos, pode-se inferir que as
diferengas encontradas entre os isolados, tanto pela andlise eletroforética como
pela leitura da absorbdncia, podem ser um indicativo de que esta enzima pode
vir a ser utilizada como marcador bioquimico para diferenciar isolados de C.
perniciosa provenientes de diferentes hospedeiros, bem como para identificar
possiveis ragas fisiologicas do fungo em cacau. Esta é a primeira referéncia
acerca da diferenciagdio de isolados utilizando a enzima PO como um provavel
marcador molecular. Estes dados sdio extremamente importantes porque
comprovam que existe variabilidade entre as distintas populagdes de C.
perniciosa ¢ que novos estudos envolvendo a atividade desta enzima na
diferenciagdo de isolados podem contribuir substancialmente para um avango

nos programas de manejo integrado da vassoura-de-bruxa do cacaueiro.
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6 CONCLUSOES

1. Existe variabilidade entre as distintas populagdes do fungo, indicando a

provével existéncia de ragas fisiolégicas.

2. A anilise de incompatibilidade somética ndo foi eficaz na diferenciagdo de

grupos de compatibilidade genética entre os isolados de C. perniciosa.

3. O isolado de Ouro Preto D'Oeste, RO, foi o mais divergente entre os
analisados tanto por testes de incompatibilidade somética como pelo perfil

eletroforético e atividade enzimatica de peroxidase.

4. A duas isoformas de peroxidase detectadas no isolado de Ouro Preto D'Oeste

podem indicar especificidade para maior viruléncia em testes de patogenicidade.
5. O padriio isoenzimético de PO obtido refor¢a a importéncia da andlise desta

enzima em estudos de caracterizagdio e diferenciagéio de isolados e/ou ragas

fisiologicas de Crinipellis perniciosa.
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CAPITULO 3

OTIMIZACAO DO USO DO ACIBENZOLAR S-METIL NA
PROTECAO CONTRA Crinipellis perniciosa, AGENTE DA VASSOURA-
DE-BRUXA EM Theobroma cacao L.
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1 RESUMO

PEREZ, Jane Oliveira. Otimizaglio do uso do acibenzolar S-metil na
protecdio contra Crinipellis perniciosa, agente da vassoura-de-bruxa em
Theobroma cacao L. 2002. 8lp. Tese (Doutorado em Agronomia-
Fitopatologia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

A utilizagio de compostos sintéticos na indugdo de resisténcia
representa uma ferramenta adicional dentro do manejo integrado de doengas em
diversos patossistemas. Deste modo, a otimizagdo do uso do acibenzolar S-
metil em combinagio com micronutrientes ou fungcidas foi avaliado para
protegdo de mudas de cacau & vassoura-de-bruxa. Objetivando reduzir a dose e
o tempo de aplicagiio do ASM, mudas de cacau cv. SIC-23 foram pulverizadas
aos 15, 30 e 60 dias antes da inoculagdo, nas dosagens de 0,05; 0,1 ¢ 0,2 mg i.a/
mL de agua. Obteve-se um efeito protetor maior na dosagem de 0,2 mg i.a/mL
aos 30 dias antes da inoculagio. Nos testes in vivo sobre mudas de cacau cv.
SIC-23, aplicaram-se 0 ASM e os produtos & base de micronutrientes Axcell®,
Hortifés PK ¢ Growmaster Mn® (14% Mn, produzido pela Intercuf), 15 dias
antes da inoculagdo nas dosagens de 1250 pL; 1000 uL e 1000 pL/mL de dgua,
respectivamente. Os micronutrientes ndo foram eficientes em reduzir a doenga,
no entanto, 0 ASM apresentou uma proteg#o proxima a 50%, em comparagéo
com a testemunha inoculada. Para os testes com fungicidas, foram utilizados os
produtos: ASM 0,2 mg/ mL; Azoxystrobin 0,2 mg/ mL; éxido cuproso 9
mg/mL; chlorotalonil 1,5 mg/mL; ASM + azoxystrobin 0,1 mg/mL + 0,1
mg/mL; ASM + chlorotalonil 0,1 mg/mL + 0,75 mg/mL; ASM + ox. cuproso
0,1 mg/mL + 4,5 mg/mL, os quais foram aplicados via pulverizagio foliar 15
dias antes da inoculagio em mudas de cacau da cv. suscetivel SIC-23. Os
melhores tratamentos foram Azoxystrobin, 6xido cuproso e a combinagio ASM
+ Azoxystrobin, conferindo protegio de 86,6; 84,7 ¢ 82,8% respectivamente,
em relagiio & testemunha inoculada.

Comité Orientador; Mério Licio Vilela de Resende - UFLA (Orientador),
Dulcinéia de Carvalho - UFLA, Maria das Gragas Claret de Sousa -
EMBRAPA-CPAA, Ludwig Heinrich Pfenning — UFLA.
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2 ABSTRACT

PEREZ, Jane Oliveira. Optimization of the use of acibenzolar S-methyl in
the protection against Crinipellis perniciosa, the witches’broom agent in
Theobroma cacao L. 2002. 8lp. Thesis (Doctorate in Agronomy-
Phytopathology) - Federal University of Lavras, Lavras, MG, Brazil. *

The use of synthetic compounds for the induction of resistance in plants
represents an additional tool in the integrated disease management system at
several pathosystems. In this way, the optimization of use of Acilbenzolar S-
methyl together with micronutrients or fungicides was investigated for the
protection of cocoa seedlings against witches’broom disease. Aiming at
reducing ASM dose and time of application, ASM was sprayed on cocoa
seedlings, 15, 30 and 60 days before inoculation, at doses of 0.05, 0.1 and 0.2
mg of active ingredient/mL of water. The best efficacy of protection was
obtained when ASM was sprayed at 0.2 mg of a.i/mL, 30 days before
inoculation. ASM was also tested together with micronutrient based products,
15 days before inoculation, however, no increase in efficacy against
witches’broom was noticed. Finally, ASM at the dose of 0.2 mg/ mL had its
performance assessed in comparison with azoxystrobin (0.2 mg/ mL), cuprous
oxide (9.0 mg/mL); chlorotalonil (1.5 mg/mL); ASM + azoxystrobin (0.1
mg/mL + 0.1 mg/mL); ASM + chlorotalonil (0.1 mg/mL + 0.75 mg/mL); ASM
+ cuprous oxide (0.1 mg/mL + 4.5 mg/mL), all sprayed 15 days before
inoculation. The best treatments were: azoxystrobin, cuprous oxide and the
combination ASM + azoxystrobin, conferring protection of 86.6, 84.7 and
82.8%, respectively, in relation to the inoculated control.

* Guidance Committee: Mdrio Liucio Vilela de Resende - UFLA (Major
Professor), Dulcinéia de Carvalho - UFLA, Maria das Gragas Claret de Sousa -
EMBRAPA-CPAA, Ludwig Heinrich Pfenning — UFLA
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3 INTRODUCAO

A vassoura-de-bruxa (Crinipellis perniciosa) do cacaueiro é a doenga
mais destrutiva desta cultura no Brasil, causando inimeros problemas
econdmicos, ecolégicos e sociais na regifio cacaueira do Sul da Bahia. Diversas
estratégias de manejo da doenga vém sendo utilizadas, objetivando o controle
eficiente da doenca. Entre as medidas de controle adotadas até o momento
podem ser citadas o uso de fungicidas protetores & base de éxido cuproso ¢ os
sistémicos (tebuconazole), a utilizagdo de material genético parcialmente
resistente, a realizagfio de podas fitossanitdrias ¢ a utilizagio de um produto a
base de Trichoderma sp, o TRICOVAB® (CEPLAC/CEPEC, Itabuna-BA).
Entretanto, até o momento nenhuma medida tem apresentado total eficiéncia,
devido a alta variabilidade genética que o fungo apresenta ¢ ao agroecossistema
altamente propicio & ocorréncia da doenga na regido do Sul da Bahia.

Deste modo, uma nova tendéncia a ser utilizada no contexto do manejo
integrado da doenga ¢é a utilizagio da Resisténcia Sistémica Adquirida (SAR),
que pode ser elicitada por agentes biéticos e ou abiéticos, 0s quais disparam os
mecanismos de defesa da planta contra o ataque de patgenos. A indugéo de
resisténcia tem sido reconhecida a mais de 30 anos; no entanto, somente a
partir da década de 60 & que a resisténcia induzida tornou-se alvo de uma
andlise mais detalhada, principalmente apés os trabalhos desenvolvidos por
Ross (1961), nos quais foram utilizadas plantas de fumo pré-inoculadas com o
virus do mosaico do fumo. Este experimento resultou numa protegéo posterior
a diversos outros virus, passando a ser designado de SAR - systemic acquired
resistance.

Recentemente, alguns compostos de natureza sintética tém sido

utilizados como indutores para ativagio de genes de defesa. Dentre estes
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FRALRES

compostos, uma molécula foi desenvolvida, o Acibenzolar-S-metil (ASM®,
Syngenta Protegio de Cultivos, Séo Paulo, SP), que tem como caracteristicas,
ndo apresentar fitotoxidez e ser um potente indutor de resisténcia, ativando o
processo de sinalizagdo e induzindo a expressio de SAR.

Este composto jé vem sendo utilizado em diversos paises da Europa, no
controle de diferentes doengas, como o oidio do trigo, causado pelo fungo
Erysiphe graminis f. sp. tritici , com uma redugéio de 35% nos sintomas da
doenga (Gdorlach et al., 1996). No Brasil, existem trabalhos utilizando 0 ASM®
com resultados bastante promissores, como, por exemplo, em cacaueiro contra
C. perniciosa e Verticillium dahliae. Na interagfio cacaueiro x C. perniciosa,
foi observada uma eficiéncia de 33 a 84% protegéio ap6s aplicagéio do BTH em
mudas de cultivares suscetiveis, dependendo principalmente da época de
aplicagdo (Resende et al., 2000). J& na interacéio cacaueiro x V. dahliae, a
prote¢do em mudas de cacaueiro, cv. Theobahia, foi de 55,4% quando se fez a
aplicagio de 20 g de acibenzolar S-metil/ 100 L de agua, 15 dias antes da
inoculagdo (Cavalcanti, 2000).

Entretanto, para que a protegio obtida com o indutor seja eficiente e
atue de forma local ou sistémica, € necessério que o intervalo de tempo entre a
aplicagio do elicitor (tratamento indutor) e a inoculagiio do patogeno
(tratamento desafiador) seja previamente determinado, para a realizagdo do
processo de sinalizagio e a conseqiiente ativagio de genes de defesa da planta
(Pascholati & Leite, 1995).

O acibenzolar S-metil pode ser empregado isoladamente ou em misturas
com fungicidas (Uknes et al., 1996). Portanto, a possibilidade de indugdio de
resisténcia ao patégeno antes de sua inoculagdo e penetragdio certamente
aumentard a eficicia de fungicidas quando aplicados numa lavoura. Outro
aspecto importante dentro do manejo de uma doenga é a possibilidade de

utilizagdo de outras substincias, que podem ser utilizadas isoladamente ou em
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conjunto. Sendo assim, o desempenho de um elicitor de resisténcia certamente
pode ser melhorado ou estabilizado, se associado a outros indutores de
resisténcia, ou mesmo a micronutrientes que podem funcionar como cofatores
de vérias enzimas envolvidas na sintese de compostos fendlicos ou terpenéides,
comprovadamente importantes substincias de defesa do cacaueiro (Aguilar &
Resende, 2000).

De modo geral, este trabalho objetivou testar métodos alternativos ao
manejo integrado da vassoura-de-bruxa do cacaueiro, com a disponibilizagdo
de produtos menos toxicos ao homem e meio ambiente e compativeis com
outras metodologias ja empregadas. Os objetivos especificos foram:

- Otimizar dosagens e épocas de aplicagdo do acibenzolar S-metil em plantulas
de cacau, tentando diminuir a dosagem a ser recomendada e/ou aumentar 0
intervalo de aplicagio.

- Testar o acibenzolar S-metil associado a micronutrientes, especialmente & um
composto & base de écido fosforoso, o qual transloca-se pelo floema e
aparentemente induz a sintese de fitoalexinas em plantulas de cacau.

- Comparar a eficiéncia do acibenzolar S- metil puro e em misturas com
fungicidas com potencial para o controle da vassoura-de-bruxa em plantulas de

cacau.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fisiologia do
Parasitismo e em casa-de-vegetagdo do Departamento de Fitopatologia da

Universidade Federal de Lavras - UFLA, Lavras-MG.

4.1 Material vegetal

Foram utilizadas mudas de cacau da cv. SIC-23, suscetivel a vassoura-
de-bruxa, com 40 dias de idade, cultivadas em sacos plasticos contendo mistura
de terra, areia e esterco bovino na proporg¢do de 2:1:1, respectivamente. As
mudas permaneceram em casa-de-vegetagio a temperatura de 25°C com UR em

torno de 80%, controladas por um sistema automatizado de nebulizagdo.

4.2 Producio de indculo e inoculac¢iio das mudas

Basidiocarpos de C. perniciosa foram obtidos de vassouras secas
infectadas colocadas em vassoureiro (cimara umida indutora de formagdo de
basidiocarpos) localizado no DFP-UFLA ou em meio artificial a base de farelo-
vermiculita, de acordo com a metodologia de Griffith et al., (1993), modificada
por Niella et al., (1999). Os basidiésporos obtidos foram armazenados em ultra-
freezer a - 80° C, de acordo com a metodologia descrita por Frias et al., (1995),
modificada por Resende et al., (1998). A porcentagem de germinagdo dos
basidiosporos foi determinada antes da armazenagem e antes da inoculag@o, em
laiminas escavadas de 3 cavidades. As laminas, contendo a suspensdo de
basidiésporos, foram mantidas em cdmara Gmida por 24 horas, quando os
esporos tiveram o crescimento paralisado pelo corante azul de lactofenol
(Hawksworth et al., 1995). Foi entdo determinada a porcentagem de esporos

germinados, amostrando-se ao acaso 200 basidiosporos/ cavidade.
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As inoculagdes foram realizadas no final da tarde, € a seguir as mudas
foram mantida sob umidade relativa do ar proxima da saturagdio (100%), apds o
corte de 1/3 do tamanho de cada folha para acelerar o crescimento apical. Foi
utilizada uma suspens@o na concentragdo de 1,75 x 10° basidiésporos/mL. A
inoculagdio consistiu da deposigio de uma gota (+ 30 uL) da suspensdo de
basididsporos na gema apical de cada muda. Apés as inoculagdes, as mudas
permaneceram por 48 horas a temperaturas em torno de 25 °C e umidade relativa
do ar de aproximadamente 90 a 100%, mantida por um sistema automatizado de

nebulizago.

4.3 Otimizacdo de doses e épocas de aplicagio do Acibenzolar S-metil
(ASM) em mudas de cacau.

Resende et al. (2000) testaram doses de ASM maiores ou iguais a 0,2
mg i.a/ mL e intervalos entre o tratamento indutor € 0 desafiador menores ou
iguais a 30 dias, visando diminuir a dosagem de ASM a ser recomendada e/ou
aumentar o intervalo de aplicagio. O ASM foi pulverizado aos 60, 30 e 15 dias
antes da inoculagio em mudas de cacau, clone SIC 23, com 30 dias de idade, em
trés dosagens, 0,05; 0,1 e 0,2 mg i.a/ mL de &gua. Foram incluidos como
tratamentos- controle uma testemunha absoluta (sem aplicagio de ASM e sem
inoculagdio), uma testemunha positiva (somente inoculada) € uma testemunha s6
com ASM. O inéculo utilizado foi proveniente do municipio de Itamaraji, BA.

As avaliages foram realizadas aos 30, 45 ¢ 60 dias ap6s as inoculagdes,
utilizando-se a varidvel indice de doenga. O delineamento experimental
utilizado foi o de blocos casualizados em arranjo fatorial com nove tratamentos,
trés épocas de aplicagdo x trés doses de ASM, mais os tratamentos adicionais,
Taps. (Testemunha absoluta), Tg (T estemunha positiva, inoculada com C.
perniciosa) e Tasm (Testemunha somente com o ASM). Cada tratamento foi
constituido de quatro repetigdes com 11 plantas cada. Os dados obtidos foram
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submetidos a andlise de variincia e teste de média (Tukey 5%) utilizando o software
estatistico SISVAR 4.3 (versdo UFLA, 1999).

4.4 Efeito in vivo do ASM e de micronutrientes foliares na indugiio de
resisténcia em mudas de cacau a Crinipellis perniciosa.

O ASM foi aplicado via pulverizagiio foliar em mudas de cacau, clone
SIC-23, com 60 dias de idade, na dosagem de 0,2 mg i.a/ mL de dgua, trinta dias
antes da inoculagdo. Os produtos & base de micronutrientes Axcell®, Hortifés
PK e Growmaster Mn® (14% Mn, produzido pela Intercuf) foram pulverizados
15 dias antes da inoculagdo, nas dosagens de 1250 pL; 1000 pL e 1000 pL do
produto por mL de dgua, respectivamente. Foram também testadas combinagGes
de ASM com os micronutrientes, sendo as respectivas concentragSes reduzidas a
metade.

As avaliagdes foram realizadas aos 25, 35 e 45 dias ap6s as inoculages,
utilizando a mesma metodologia descrita no item 4.3. O delineamento
experimental foi o de blocos casualizados em arranjo fatorial com sete
tratamentos, quatro produtos e trés combinagGes destes, mais seis tratamentos
adicionais, Taps (Testemunha absoluta), Tc, (Testemunha positiva) € Tasm,
T ASM + Hortifés PKs TASM + Axcell, TASM + Growmaster Mns COnstituidos de 04 repetigdes
com 15 plantas cada. Os dados obtidos foram submetidos a anilise de varidncia
¢ teste de médias utilizando o software estatistico SISVAR 4.3.

4.5 Efeito do ASM puro e em misturas com fungicidas na protecfio contra
Crinipellis perniciosa

O ASM e os fungicidas, com suas respectivas dosagens (Tabela 1),

foram aplicados via pulverizagdo foliar 15 dias antes da inoculagio em mudas

de cacau do clone suscetivel SIC-23. O delineamento experimental foi o de

blocos casualizados com nove tratamentos, sendo quatro produtos e trés
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combinagdes do ASM® com os fungicidas e duas testemunhas, absoluta e
inoculada, com trés repeticdes de 12 plantas cada. As avaliagbes foram
realizadas aos 30, 45 e 60 dias apos as inoculagbes, utilizando a mesma
metodologia descrita no item 4.3. Os dados obtidos foram submetidos & andlise
de varidncia e teste de média utilizando o software estatistico SISVAR 4.3.

TABELA 1 Produtos quimicos utilizados para a protegdo contra Crinipellis

perniciosa em mudas de cacau, clone SIC-23

Nome Técnico Nome Comercial Dosagem do i.a.
Acibenzolar S- metil ASM® 50 WG® 0,2 mg/ mL
Azoxystrobin Amistar 500 WG® 0,2 mg/mL
Oxido cuproso Cobre Sandoz BR® 9 mg/mL
Chlorotalonil Bravonil Ultrex® 1,5 mg/ mL
ASM® + Azoxystrobin 0,1 mg/mL + 0,1 mg/mL
ASM® + Chlorotalonil 0,1 mg/mL + 0,75 mg/mL
ASM® + Ox. Cuproso 0,1 mg/mL+ 4,5 mg/mL
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizacio de doses e épocas de aplicagio do Acibenzolar S-metil
(ASM) em mudas de cacau.

Nio houve diferenca significativa entre as doses de ASM utilizadas, as
quais promoveram uma redu¢do média de 23% em relagdo & testemunha
inoculada. Quanto ao efeito da época de aplicagio do ASM®, a melhor protecdo
ocorreu no periodo de 30 dias antes da inoculagdo, com uma protegéo de 45,15%
nas mudas de cacau em relagdio & testemunha positiva. Com os dados do fatorial
dose x época, foi possivel obter a dosagem de 0,2 mg i.a/ mL aos 30 dias antes da

inoculagiio, como a melhor combinagdo(Figura 1, Tabela 2A).

~ 100 5749 _— 91,15 -
e\i b 77,26 b 7669 7] 015 Dias
5 80 - 68,17 7‘:3 b H 30 Dias
£ 54,08 @ 6).3 060 Dias
b
< 60 4 9,
« a
=]
a 40 -
[*]
S
= 20 4
z 0
—
0 T T —T:

0,05 mg 0,1 mg 0,2mg TC.p T Abs
Gramas de ASM/mL de dgua

FIGURA 1 Incidéncia da doenga na interagdo dose x €época de aplicagdo do
ASM® em mudas de cacau do clone SIC-23, 60 dias apés inoculagio
com C. perniciosa. Dados sdo médias de quatro repetigdes ¢ médias
seguidas de letras iguais ndo diferem entre si dentro de cada
dosagem pelo teste de Tukey a 5%.
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O periodo de aplicagdo do indutor ndo pode ser muito curto ou muito
extenso, cOmo nos tratamentos utilizando os intervalos de 15 ou 60 dias entre a
aplicagdo do produto e a inoculagéio do patégeno. Aparentemente, a resposta de
defesa ainda ndio havia sido totalmente ativada com 15 dias, e com 60 dias, o
ASM® no mais estava disponivel na quantidade certa para ativar essa resposta.
Resende et al., (2000) também observaram uma maior eficiéncia do produto,
quando aplicado 30 dias antes da inoculagdo.

Segundo Pascholati & Leite (1995), a protegdio obtida utilizando um
produto indutor como tratamento inicial na resisténcia induzida s6 terd sucesso
se houver um intervalo de tempo adequado para que a planta reconheca e
transmita sinais no ambito celular, ativando seus mecanismos de defesa.
Sugere-se que também seja testado o intervalo de 45 dias em experimentos
vindouros.

Estes resultados corroboram os obtidos por Resende et al., (2000), no que se
refere 3 época de aplicagio, em relagio a eficiéncia do produto em induzir
resisténcia em mudas de cacau sob condigdes controladas, indicando a necessidade
especifica que cada cultura tem de ter um determinado periodo de tempo para que
seja possivel ativar os seus mecanismos de defesa (Uknes et al,, 1999).

5.2 Efeito in vivo do ASM e de micronutrientes foliares na inducfio de
resisténcia em mudas de cacau a Crinipellis perniciosa.

Para os dados obtidos 45 dias apds a inoculagéio (Figura 2, Tabela 3A),
observou-se que o efeito dos tratamentos sobre as mudas de cacau com a
aplicagdo do ASM® isolado e em mistura com os micronutrientes apresentaram
diferencas significativas. No tratamento com ASM® aplicado isoladamente,
verificou-se o maior efeito protetor sobre as mudas de cacau com uma reducdo
na incidéncia da doenga de 49,06% aos 45 dias apés a inoculag8o, diferindo

significativamente de todos os outros tratamentos, exceto do tratamento ASM +
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distingdo significativa entre os produtos em relagdo & testemunha positiva
(Tukey 5%). Os dados indicam o efeito protetor do fungicida azoxystrobin com
o menor valor para indice de doenga, de 19,44%, quando avaliado 60 dias ap6s
a inoculagio. Os fungicidas azoxystrobin, o 6xido cuproso e a combinagdo
ASM + azoystrobm apresentaram-se como os mais eficientes, reduzindo a
doenga em 86 6, 84,7 ¢ 82,8%, respectivamente, diferindo estatisticamente do
" tratamento com ASM sozinho. O ASM isoladamente néio apresentou resultados
positivos neste experimento, provavelmente devido ao fato de que foi aplicado
nas mudas 15 dias antes da inoculacio, indicando que nido houve tempo
suficiente para que o mesmo atuasse como indutor de resisténcia. Contudo,
quando esteve associado aos outros fungicidas, apresentou resultados

satisfatorios

80 - 75B

22,21 22,21

Incidéncia da doenga (%)
-8
)

FIGURA 3 Efeito do ASM e dos fungicidas sobre a incidéncia da doenga em
mudas de cacau do clone SIC-23, 60 dias apds a inoculagdo. Médias
com letras iguais néo diferem entre si pelo teste de 5% Tukey).
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Resultados semelhantes foram encontrados por Nojosa (1999), que
considerou o éxido cuproso um produto altamente eficiente no controle da
vassoura-de-bruxa em condiges de casa-de-vegeta¢@o. Os dados obtidos com a
aplicagdo do fungicida azoxystrobin na protegio contra a vassoura-de-bruxa
mostram que o mesmo destacou-se dos demais, sendo seguido do 6xido cuproso
e da combinagio ASM + azoxystrobin. Vale ressaltar que o fato de o ASM niio
ter apresentado resultados expressivos na protegio a doenga provavelmente foi
devido ao tempo de aplicaciio do mesmo, de apenas 15 dias antes da inoculagéo
como os demais. Deste modo, é interessante que se fagam novos testes
comparativos para confirmar a eficiéncia da época de 30 dias antes da

inoculagdo.
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6 CONCLUSOES

1. O ASM apresentou o melhor efeito protetor em mudas de cacaueiro contra
Crinipellis perniciosa quando utilizado na dosagem de 0,2 mg i.a/mL aos 30

dias antes da inoculagdo.

2. Os micronutrientes Hortifés PK, Axcell ¢ Growmaster Mn niio apresentaram

efeito protetor sobre mudas de cacau inoculadas com C. perniciosa.
3. Os fungicidas azoxystrobin, 6xido cuproso e a combinagio ASM +

azoxystrobin, apresentaram os methores resultados na protegio de mudas de

cacaueiro do clone SIC-23 & C. perniciosa.
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CAPITULO 4

PERFIL ELETROFORETICO E ATIVIDADE DA ENZIMA
PEROXIDASE EM TECIDOS DE Theobroma cacao L.

57



1 RESUMO

PEREZ, Jane Oliveira. Perfil eletroforético e atividlade da enzima
peroxidase em tecidos de Theobroma cacao L. 2002. 81p. Tese (Doutorado -
em Agronomia - Fitopatologia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG*

O conhecimento das alteragdes fisiolégicas induzidas por patégenos e
por indutores de resisténcia, como o ASM, ¢ de fundamental importéncia para a
determinagfio dos processos bioquimicos que estdo envolvidos nos mecanismos
de defesa das plantas. Os objetivos do trabalho foram identificar possiveis
alteragGes na atividade da enzima peroxidase em mudas de cacau resistente
(Theobahia) e suscetivel (SIAL 169 e SIC-23) a vassoura-de-bruxa, apés
pulverizagio com ASM. O perfil eletroforético da enzima peroxidase foi
avaliado em gel de poliacrilamida aos 3, 7, 15 e 30 dias apés a aplicacdo do
produto. O substrato usado para peroxidase foi o-dianisidina na presenca de
H,0,. Verificou-se que a maior intensidade enzimética foi observada no clone
SIAL-169, tratadas ou ndo com ASM, 3 dias apds pulverizagdo. Esta
intensidade, manteve-se inalterada até o sétimo dia da aplicagdo, ocorrendo uma
queda na atividade a partir do 15° dia, até desaparecer aos 30 dias. Para as
mudas do clone Theobahia, a maior intensidade ocorreu a partir do sétimo dia,
para as mudas tratadas com o indutor, a maior intensidade ocorreu aos 30 dias.
No experimento utilizando o clone SIC-23, a maior intensidade de coloragio da
banda ocorreu nas mudas que receberiio aplicagio do ASM e depois foram
inoculadas em todas as épocas. Ji para a atividade enzimética de peroxidase,
verificou-se que o pico da enzima na cv. Theobahia ocorreu aos 30 dias apés o
tratamento com ASM. Para a cv. SIC-23, pico da enzima ocorreu aos 15 dias
apoés o tratamento com ASM e depois foram inoculadas.

* Comité Orientador: Mdrio Lucio Vilela de Resende - UFLA (Orientador),
Dulcinéia de Carvalho - UFLA, Maria das Gragas Claret de Sousa - CPAA-
EMBRAPA, Ludwig Heinrich Pfenning — UFLA.
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2 ABSTRACT

PEREZ, Jane Oliveira. Eletroforetic profile and activity of isozymes
peroxidases in the tissues of Theobroma cacao L. 2002. 81p. Thesis
(Doctorate - Agronomy - Phytopathology) - Federal University of Lavras,
Lavras, MG*

The knowledge of physiological changes induced by pathogens and by
inducers of resistance like ASM is basic for determination of biochemical
processes involved in defense mechanisms of plants against pathogens. The
objectives of this work were to identify possible changes in peroxidase activity
of cocoa seedlings resistant (Theobahia) and susceptible (SIAL-169 and SIC-23)
to witches’broom disease, sprayed or not with ASM. The eletrophoretic profile
of peroxidase was evaluated in polyacrilamide gel, 3, 7, 15 and 30 days after
sprayings. The substract used for peroxidase was o-dianisidina in the presence
of H,0,. It was observed great enzymatic intensity in seedlings of SIAL-169,
treated or not with ASM, 3 days after ASM spraying. This intense activity
remained until 7 days after spraying, dropping at 15 days and disappearing 30
days after application of ASM. For Theobahia seedlings, the beginning of
enzyme intensity occurred 7 days afier spraying, peaking at 30 days. In the case
of SIC 23, the great intensity was observed, at all times assessed, in seedlings
sprayed with ASM and incculated with C. perniciosa. The peak of peroxidase
activity in cv. Theobahia occurred 30 days after the treatment with ASM. In the
case of SIC 23, The peak of peroxidase activity occurred 15 days after the
treatment with ASM and inoculated with C. perniciosa.

Guidance Committee: Mério Licio Vilela de Resende - UFLA (Major
Professor), Dulcinéia de Carvalho — UFLA, Maria das Gragas Claret de Sousa -
CPAA-EMBRAPA, Ludwig Heinrich Pfenning - UFLA.
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3 INTRODUCAO

O conhecimento sobre os mecanismos de resisténcia envolvidos no
patossistema cacau x C. perniciosa é fundamental na implantagiio de um sistema
de manejo integrado da doenga, auxiliando de forma significativa nos estudos de
melhoramento e na obtengiio de novas fontes de resisténcia & vassoura-de-bruxa.
Sendo assim, ¢ importante que se conhegam as alteragdes fisiologicas induzidas
pelo patogeno apds a sua infec¢dio nos tecidos do cacaueiro e por substincias
mdutoras de protegdo, como 0 Acibenzolar s-metil (ASM). A protegdo mduznda
envolve um sistema de vigilancia do hospedeiro, que reconhece de alguma
forma o contato &étébdébidb com o patégeno, seguido pela transdug@o de sinais
alertando sobre a presem;a.dd patége»noA ;3, bor fim, envolve a expresséo de genes
relacionados a defesa (Lamb et al., 1989).

A eficécia de ‘produtos alternativos na protegéio de plantas tem crescido
significativamente apés a descoberta de indutores de resisténcia de origem
bidtica e/ou abiética, que levam a uma indugdio localizada ou sistémica em
plantas suscetiveis. Dentre estes compostos, o benzo 1,2,3 thiazol-7-carboti6ico
acido-S-metil ester (BTH) ou acibenzolar-S-metil (ASM) j4 tém sido relatados
em uma ampla gama de patossistemas (Cohen et al., 1999; Siegrist et al., 2000;
Ziadi et al., 2001).

A natureza sistémica do BTH foi evidenciada em trabalhos com ervilha,
nos quais o tratamento na primeira folha expandida de plantulas com Bion®e 7 a
14 dias, inoculadas com Mycosphaerella pinodes, proporcionou um decréscimo
significativo na suscetibilidade das plantas, ocorrendo um aumento no nivel das
atividades enziméticas para B-l »3 glucanase e quitinase. Outros trabalhos
também demonstraram a eficiéncia do Bion® na indugéio de resisténcia, com
aumento expressivo nos niveis de enzimas chaves envolvidas nas respostas de
defesa (Siegrist et al., 1994; Ishii et al., 1999; Dann & Deverall, 2000). Vérias
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enzimas estio envolvidas na defesa de plantas contra patégenos, como
quitinases, glucanases, fenilalanina-amonia-liases e peroxidases (Bowles, 1990;
Shewry & Lucas, 1997). Observa-se que a atividade de enzimas relacionadas ao
metabolismo fendlico foi sempre maior em plantulas tratadas com BTH em
relagdo as ndo tratadas, o que sugere uma provavel participagio de fen6licos
complexos, como a lignina, no processo de defesa, sendo esta caracteristica
também evidenciada em outras intera¢des (Dann & Deverall, 2000; Cavalcanti,
2000). As peroxidases, enzimas capazes de oxidar compostos fendlicos na
presenga de H,0,, estdo envolvidas em virios processos fisiolégicos (Siegel,
1993), mas estruturalmente s&io as peroxidases aniGnicas que parecem atuar na
biossintese de lignina e de suberina, devido & sua afinidade por &lcoois coniferis,
4 sua localizagdo na parede celular e 3 expressdo em tecidos lignificados.
Contudo, peroxidases catidnicas também se ligam a élcoois coniferis ¢ em fumo,
plantas deficientes em peroxidases anidnicas nio demostraram redugéo no teor
de lignina (Baucher et al,1998). Alguns genes e cDNAs codificando
peroxidases ja4 foram associados com a lignificagio (Baucher et al., 1998).
Muitas das enzimas do tipo peroxidase podem ser expressas diferencialmente
sob certas condigdes de estresses, ataque de patdgenos ou por indugdo de
protegio.

Assim, este trabalho objetivou identificar possiveis alteragdes em mudas
de cacau tratadas com ASM mediante perfil eletroforético e atividade da enzima
peroxidase e em dois materiais genéticos, tolerante e suscetivel & vassoura-de-

bruxa,
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fisiologia do
Parasitismo, em casa-de-vegetagio do Departamento de Fitopatologia e no
Laboratério de Melhoramento Florestal do Departamento de Engenharia
Florestal da UFLA, Lavras-MG.

4.1 Preparo do material vegetal, aplicagdo do ASM e inoculacio

Foram utilizadas mudas de cacau dos clones suscetivel (SIC-23 e SIAL-
169) e o clone resistente (Theobahia). As sementes foram cultivadas em sacos de
polietileno, contendo 2 Kg de uma mistura de terra, areia ¢ esterco bovino na
proporgdo de 2:1:1, respectivamente. As mudas permaneceram sob condigdes de
casa-de-vegetagdo & temperatura de 25°C, com umidade relativa UR em torno de
80%, controlada por um sistema automatizado de nebulizagéo.

Os basidiocarpos de C. perniciosa foram obtidos de vassouras secas
infectadas colocadas em vassoureiro (cimara imida indutora de formagdo de
basidiocarpos) localizado no DFP-UFLA e por meio artificial & base de farelo-
vermiculita, de acordo com a metodologia de Griffith et al. (1993), modificado
por Niella et al. (1999). Os basidiésporos obtidos foram armazenados em ultra
freezer - 80° C, de acordo com a metodologia descrita por Frias et al. (1995). A
porcentagem de germinagio dos basidiésporos foi determinada antes e apds a
armazenagem, ¢ também antes da inoculagdo, em liminas escavadas de 3
cavidades. As liminas contendo a suspensfio de basidiésporos foram mantidas
em cdmara umida por 24 horas, quando os esporos tiveram o crescimento
paralisado pelo corante azul de lactofenol, depois foi determinada a porcentagem
de esporos germinados, amostrando-se ao acaso 200 basididsporos/ cavidade.

As inoculagdes foram realizadas no final da tarde, e a seguir as mudas
foram mantidas sob umidade relativa do ar proxima da saturagio (100%), apés o
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corte de 1/3 do tamanho de cada folha para acelerar o crescimento apical. A
inoculag@io consistiu da deposigiio de uma gota (£ 30 pL) da suspensdio, acrescida
de 0,2% de 4gar-agua na concentragdo de 1,75 x 10° basidiésporos/mL sobre a
gema apical de cada muda. Apés as inoculagGes, as mudas permaneceram por 48
horas a temperatura em torno de 25 °C e umidade relativa do ar de
aproximadamente 90 a 100%, mantida por um sistema automatizado de

nebulizagdo.

4.2 Perfil eletroforético e determinagiio da atividade de peroxidase induzida
por Acibenzolar S-metil (ASM) em diferentes cultivares de cacau.

Foram utilizadas mudas de dois materiais genéticos de cacau, o clone
SIAL-169 suscetivel e o clone Theobahia resistente & vassoura-de-bruxa com 60
dias de idade. O ensaio foi mantido em casa-de vegetag#o, sendo as mudas dos
dois materiais genéticos pulverizadas com ASM na dosagem de 0,2 mg i.a/mL ¢
as mudas do tratamento testemunha pulverizadas apenas com dgua destilada. O
delineamento foi blocos ao acaso, com quatro repeticbes de seis mudas cada.
Amostras do primeiro par de folhas, localizadas abaixo do épice, foram
coletadas com 3, 7, 15 e 30 dias ap6s a pulverizagio do produto. As folhas foram
coletadas diretamente na casa-de-vegetagio e armazenadas em ultra-frezer a - 80
°C. Para a obtengdo do extrato enzimético, misturaram-se 2 mL do tampdo de
extragdo, solugdo n° 1 (Alfenas et al., 1998), com 0,2 g dos tecidos foliares,
macerados individualmente com auxilio de um pistilo e nitrogéhio liquido, em
almofariz de porcelana mantido em banho de gelo para ndio ocorrer a
desnaturagio das proteinas. Apds a maceragiio, as amostras foram centrifugadas
a 4°C, 12500 rpm por 10 minutos. Posteriormente a . centrifugagdo, o
sobrenadante foi coletado e armazenado em ultra-freezer a -80 °C até o momento
das anilises.
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Para andlise eletroforética, foi utilizado gel de poliacrilamida a 12,5%
(AA/BIS acrilamida e bis-acrilamida - 30% T, 2,6% C). Os extratos de cada
amostra foram colocados com auxilio de micropipetas, empregando-se 30 ul em
cada cavidade do gel. A corrida eletroforética foi realizada a 4°C, mantendo-se a
corrente constante a 10 mA. A migragfio ocorreu por trés horas e meia. O padrio
eletroforético de peroxidase (PO) foi determinado de acordo com a metodologia
de Brune et al.,(1998), utilizando o-dianisidina ¢ H,0, como substrato para
peroxidase.

A atividade de peroxidase foi quantificada através da medida da
absorbancia da reagio de oxidagéio do guaiacol, conforme metodologia descrita
por Cortelazzo, Marais e Joseleau (1996), modificada. A mistura da reaciio
consistiu de 40 mM de guaiacol € 20 mM de per6xido de hidrogénio em 40 mM
de tampdo de fosfato de potéssio, pH 6,7. Foram adicionados & mistura 100 puL
da amostra diluida, resultando em um volume total de 2,5 mL.

As reagdes ocorreram em temperatura ambiente, em torno de 21 °C. A
leitura da absorbéncia foi realizada em espectrofotémetro Beckmam DU 640B a
420 nm, durante 02 minutos para peroxidase com acompanhamento em
intervalos de 05 segundos, sendo os valores expressos em mudan¢a na

absorbancia por grama de matéria fresca de amostra por minuto.

4.3 Perfil eletroforético e determinaciio da atividade de peroxidase induzida
por Acibenzolar S-metil (ASM) na intera¢io Crinipellis perniciosa x
Theobroma cacao

O ASM foi pulverizado em mudas de cacaueiro do clone SIC-23
suscetivel & vassoura-de-bruxa na dosagem de 0,2 mg/mL, aos trinta dias antes

da inoculagdo. Os tratamentos utilizados foram: ASM + C. perniciosa (Tasm +

cp) € somente ASM (T asm). A testemunha absoluta (T aps) pulverizada com agua

destilada e a testemunha inoculada somente com o fungo (Tasm + cp). O



delineamento foi o de blocos ao acaso, com quatro repetigdes, constituidas de 5
plantas cada. Amostras do primeiro par de folhas, localizadas abaixo do dpice,
foram coletadas com 3, 7 e 15 dias apés a inoculagdo com C. perniciosa. A
metodologia de inoculagdo, coleta das amostras, obtengéio do extrato protéico e
andlise eletroforética foram semelhantes aos descritos nos itens 4.1 e 4.2. A
atividade de peroxidases foi quantificada através da medida da absorbéncia da
reagdio de oxidagdio do guaiacol, conforme metodologia descrita por Cortelazzo,

Marais e Joseleau (1996), modificada, como descrito no item 4.2.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Perfil eletroforético e determinagio da atividade de peroxidase induzida
por Acibenzolar S-metil (ASM) em diferentes cultivares de cacau.

Observou-se uma diferenca no perfil eletroforético de peroxidase (PO)
quanto a intensidade da enzima para as quatro épocas de avaliagdo (Figura 1).
Inicialmente verificou-se um aumento no perfil da PO para os tratamentos Tspa
- asm € Tsiar. no intervalo de 3 dias apds a aplicagdo do produto. Para os
tratamentos Trueo + asm € Trugo, ndo foram observadas diferengas quanto a
intensidade de cor que pudessem distinguir os tratamentos. Contudo, quando se
observou o perfil eletroforético das amostras coletadas aos 7 dias apds a
pulverizacao com ASM, verificou-se que nos tratamentos Tspy - asv © Trazo «
asm, houve um aumento da intensidade das bandas. Quanto aos tratamentos sem
aplicagdo do ASM nos dois clones, observou-se que o perfil eletroforético

permaneceu inalterado.
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3 dias 7 dias 15 dias 30 dias

FIGURA 1 Perfil eletroforético da enzima peroxidase em mudas de cacau apds
indugdo por Acibenzolar s-metil, avaliadas aos 3, 7, 15 e 30 dias
apos a inoculagdo com Crinipellis perniciosa. Tratamentos: 1=
Tsiar « asmis 2= Tsiar: 3= Trumo + asm; 4= Trago.
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Na terceira época de coleta, quinze dias apés o tratamento indutor,
observou-se, que no tratamento Tsiar, houve uma diminuigdo gradativa do perfil.
Estes resultados podem indicar a natureza sistémica do produto e a necessidade
de tempo que o mesmo precisa para estimular a formagdo, na planta, de
processos de resisténcia induzida. Estas diferengas no perfil eletroforético da
enzima peroxidase para os diferentes genétipos, resistente e susceptivel, ja foram
evidenciadas em outros patossistemas (Reuveni et al., 1992). Qutra hipétese a
respeito das diferencas entre os materiais, como se observa no tratamento Tsjar,
de é que alguns conteudos protéicos podem variar sob diferentes condigdes de
crescimento, podendo ou ndo alterar o perfil protéico da amostra. Estas
alteragdes podem provocar um desbalango nos contetidos protéicos devido a
oxidagio de auxinas, principalmente o acido indol acético - IAA, por certos tipos
de peroxidases. Este processo de oxidagdo provavelmente esta envolvido no
desenvolvimento de sintomas da vassoura-de-bruxa ( Ockerse et al., 1966).

Através da leitura da absorbancia a 420 nm, em espectrofotometro,
verificou-se maior atividade de peroxidase nas plantas do clone Theobahia, no
periodo de 3 dias, apos aplicagdo do produto para os tratamentos Trugo+asm €
Trueo, €M comparagdo com as plantas dos tratamentos Tsiar + asm € TsiaL (Figura
2A). Para o intervalo de 7 e 15 dias, verificou-se um aumento gradativo da
atividade enzimatica para os tratamentos TsiaL + asm, TsiaL© Ttaeo + asm quando
comparados ao tratamento Tpyo (Figura 2B e 2C). Com os resultados obtidos na
atividade enzimatica de peroxidase para os dois clones nas trés primeiras épocas
de avaliagdo, pode-se supor que o complexo de enzimas envolvidas na defesa
induzida em 7. cacao é bastante variavel. Mudangas na atividade de peroxidases
devido ao efeito do tratamento indutor ja foram observadas em outras culturas,
como tomate, algoddo e meldo, entre outras (Smith & Dubery, 1997). Entretanto,
uma diferenga significativa pdde ser verificada na atividade da enzima nas

plantas do clone Theobahia tratadas com ASM, com o seu pico maximo aos 30
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dias apds aplicag¢do do produto, indicando ser este o periodo mais propicio para
que a planta ative as respostas de defesa através da sintese desta enzima (Figura
2D). Estes resultados corroboram os obtidos no teste de otimizagdo para definir
qual a melhor época de aplicagio do ASM em mudas de cacau; os melhores
resultados obtidos na prote¢do de mudas contra C. perniciosa ocorreram 30 dias

ap6s a aplicagdo do produto.
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FIGURA 2 Atividade de peroxidases em mudas de cacau dos clones SIAL -169
¢ Theobahia aos 3, 7, 15 e 30 dias apos aplicagdo do ASM(Letras
distintas representam diferengas ao nivel de 5% pelo teste de Tukey).
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A atividade de peroxidases em cacaueiro necessita ser melhor estudada,
uma vez que os resultados aqui obtidos quanto aos maiores niveis de atividade
ocorreram com 30 dias apés a indugdo, diferindo, portanto, do verificado por
Nojosa (1999), quando determinou que o periodo de 15 dias apos aplicagdo do
tratamento indutor foi 0 mais eficiente em induzir maior atividade de peroxidase.
Vale salientar que estes resultados nos niveis de atividade podem ser devidos a
diferengas nos niveis de suscetibilidade dos clones testados, o que pode interferir

na expressdo da atividade enzimatica.

5.2 Perfil eletroforético e determinagio da atividade de peroxidase induzida
por Acibenzolar S-metil (ASM) na interagéo Crinipellis perniciosa x
Theobroma cacao

Observou-se que o padrio da enzima em gel de poliacrilamida foi

comum em todos os tratamentos para as trés épocas avaliadas, ocorrendo a

presenga de uma banda tnica para todos os tratamentos, diferindo apenas quanto

a intensidade (Figura 3). Verificou-se, nos tratamentos Tasm + cp € Tasm, que no

intervalo de 3 dias apds a inoculégéo do patogeno houve um aumento no perfil

eletroforético da enzima quanto a intensidade das bandas, quando comparados
com os tratamentos testemunha (Taps) € apenas inoculado com C. perniciosa

(TCp). Para esta época, o perfil indica que o ASM‘promoveu uma indugdo na

planta, expressa através da intensidade das bandas de isoenzimas de peroxidase,

que pode ter sido derivada da agdo do patogeno ou da agdo do indutor de
resisténcia ASM.
Contudo, nas outras épocas avaliadas, ndo foi possivel verificar

diferengas significativas entre os tratamentos, uma vez que todos apresentaram o

mesmo padrdo de bandas quanto a intensidade. Diferen¢as na atividade de

peroxidases ja foram evidenciadas em diversas culturas, tais como meldo, tomate
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e algoddo, entre outras (Reuveni et al., 1992; Smit & Dubery, 1997; Silva et al..
2001).

a2 a e sy

3 Dias 7 Dias 15 Dias

FIGURA 3 Perfil eletroforético para atividade da enzima peroxidase induzida
por ASM, em extratos de folhas de cacau do clone SIC-23 suscetivel,
obtidas aos 3, 7 e 15 dias apos a inoculagdo com Crinipellis
perniciosa. Tratamentos: 1= Tasyicp; 2= Tasm; 3= TAbs; 4=T C. p.

Em cacaueiro, a atividade de peroxidases, ja foi observada em plantas
resistentes ou que receberam tratamento com algum tipo de elicitor, em diversas
interagdes com Phytophthora palmivora, C. perniciosa e Verticillium dahliae
(Okey et al., 1997; Resende et al., 2000; Cavalcanti, 2000). A maior atividade
enzimatica foi observada no tratamento em que as plantas foram pulverizadas
com ASM. Tais alteracoes também foram verificadas por outros autores, Pritsch
et al, (2000) detectaram diversos RNAs transcritos correspondentes a
peroxidases e outras proteinas na interagdo de Fusarium graminearum com
trigo. Xue et al. (1998) identificaram peroxidases de feijdo sendo induzidas por
Rhizoctonia conjuntamente com glucanases e quitinases.

Em relagao a atividade de peroxidases, através da leitura de absorbancia
a 420 nm observa-se uma maior atividade enzimatica aos 3 e 7 dias apos a

inoculagdo no tratamento testemunha (Tap), diferindo estatisticamente dos
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demais (Figura 4A e 4B). Este aumento na atividade da enzima no tratamento
testemunha, pode ter sido devido a uma alteragdo no estado fisiologico da planta,
através de alteragdes induzidas naturalmente no metabolismo de auxinas, e a
outros reguladores de crescimento. Estas alteragbes ja foram observadas por
Siegel (1993) e Nojosa (1999), em tecidos sadios e clones de cacau com

diferentes niveis de resisténcia a vassoura-de-bruxa.

. A
- 9.07 0,063 b
g 206 - 0,0492
0 a
» o5 {90477 0,044 a
3 |
E 0,04 -
% 0,03
(=]
5 0,02 4
=]
‘3 0,01 -
ﬁ 0 - . : —
ASM +Cp ASM Tabs TCp
Tratam entos 3 dias
0,12 - =
= 0,0972 b
E 0,1
" 0,0767 a
o 0,08 -
g 0,0573a  0,0595a
- 0,06 4
&L
[
T 0,04 -
=
g 0,02
: 0 - ' + r
ASM +Cp ASM Tabs TCp
Tratamentos 7 dias

FIGURA 4 Atividade de peroxidase em mudas de cacau do clone SIC-23, (A) 3
dias, (B) 7 dias apds aplicagio do ASM.(Letras distintas
representam diferengas ao nivel de 5% pelo teste de Tukey).
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Entre as épocas avaliadas para definir qual o melhor intervalo para
expressdo da atividade enzimdtica, observaram-se diferengas significativas entre
os tratamentos (Figura 5). No intervalo de 15 dias ocorreu maior atividade da
enzima peroxidase nas plantas tratadas com ASM, em relagdo as plantas que
foram inoculadas com C. perniciosa. Estes dados estdo de acordo com os
obtidos por Nojosa (1999) em mudas de cacau da cultivar catongo, que €

suscetivel a vassoura-de-bruxa.
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FIGURA 5 Atividade de peroxidases em mudas de cacau do clone SIC-23, aos
15 dias apos aplicagio do ASM.(Letras distintas representam
diferengas ao nivel de 5%, pelo teste de Tukey).

As diferengas encontradas quanto ao periodo de maior atividade
enzimatica de peroxidase nos diferentes materiais testados podem ser devidas a
diferengas genéticas entre os clones ou ao fato de que as plantas dos clones
SIAL-169 e Theobahia ja estavam num estdgio mais adiantado de maturidade

fisiolégica (60 dias), enquanto as plantas do tratamento com o clone SIC-23
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tinham apenas 30 dias de idade. Isto, provavelmente, pode ter alterado a
expressdo da enzima quando da indugdo com o ASM. Contudo, os resultados
obtidos indicam que a peroxidase tem um papel importante nos diferentes
mecanismos fisiolégicos de defesa do cacaueiro a C. perniciosa, principalmente

quando ocorre a indugdo através do tratamento com ASM.
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6 CONCLUSOES

1. Mudas de cacaueiro dos clones SIAL-169 e Theobahia apresentaram perfil
eletroforético diferenciado para a enzima peroxidase quando receberam

tratamento com o ASM a partir do terceiro dia ap6s a sua aplica¢io.

2. A maior atividade enzimaética de peroxidase verificada nos clones SIAL-169 ¢

Theobahia ocorreu aos 30 dias apés a aplicagdo do ASM.

3. Mudas do clone SIC-23 tratadas com ASM apresentaram aumento no perfil
eletroforético no que se refere & intensidade da banda (cor) para a enzima

peroxidase.

4. A maior atividade enzimitica de peroxidase para o clone SIC- 23 foi

verificada aos 15 dias apds o tratamento com ASM.
5. A utilizagdo do indutor de resisténcia ASM em mudas de cacau, tem um papel

importante nos processos de resisténcia induzida através do aumento da

expressio da enzima peroxidase.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os avangos nos estudos de variabilidade em espécies patogénicas
utilizando marcadores bioquimicos e moleculares vém contribuindo de forma
significativa para os programas de melhoramento visando resisténcia a doengas.
Dentre os marcadores bioquimicos, a analise de isoenzimas de espécies fingicas,
fomece resultados extremamente rapidos, que podem auxiliar nos estudos de
diferenciagdo e caracterizagio de diferentes isolados e/ou ragas fisiologicas. Nos
experimentos realizados objetivando caracterizar diferentes isolados de
Crinipellis perniciosa, verificou-se que o perfil isoenzimatico de peroxidase, foi
eficiente na diferenciagdo dos isolados, principalmente no que se refere a
presenga de uma isoenzima diferencial, encontrada no isolado Cp1 proveniente
de Ouro Preto D'Oeste-RO. Diante disto e dos resultados obtidos, pode-se
sugerir que novos trabalhos sejam desenvolvidos visando melhor caracterizar os
isolados, através de técnicas de biologia molecular, que em conjunto com outras
técnicas possam vir a tornar-se em poderosas ferramentas para a caracterizagdo e
identificaglio inequivoca de microrganismos.

A descoberta de um provavel marcador molecular, aliado a melhor
otimizagdo das medidas de manejo da doenga, possibilitara, num futuro bem
proximo, a adogdo de novas estratégias de convivio com a doenga. Deste modo,
novas pesquisas devem ser desenvolvidas, procurando identificar qual a
verdadeira fung3o e agdo dos diferentes indutores e suas associagbes com o
fendmeno da resisténcia na cultura do cacau, tanto nas interagdes compativeis
como incompativeis.

Entre as medidas de manejo da vassoura-de-bruxa do cacaueiro, a
utilizagdo de novos elicitores bidticos e/ou abidticos para resisténcia devem ser

testados, como, por exemplo, os micronutrientes, avaliando-se novas épocas e
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doses de aplicagdo. Principalmente porque, nos resultados obtidos com a
utilizagfio de micronutrientes, estes ndo apresentaram resultados satisfatorios.

No tocante & andlise de enzimas, ficou claro a capacidade do ASM em
induzir a expressio de peroxidase em plantas tratadas, evidenciando a
importdncia que o indutor de resisténcia possui na interagdo C. perniciosa x
Theobroma cacau e como a aplicago deste produto pode interferir no sistema
de defesa do cacaueiro. Contudo, novos trabalhos podem ser desenvolvidos,
objetivando melhor esclarecer quais os mecanismos bioquimicos estio realmente

atuando neste patossistermna.
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TABELA 1A Matriz de distincia genética entre os diferentes isolados de
Crinipellis  perniciosa, com base no coeficiente de
dissimilaridade. UFLA, Lavras, MG, 2002

Isolados 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Roncl 0,00

Manc2 0,19 0,00

Belc3 0,63 0,63 0,00

Bah ¢4 0,69 069 0,56 0,00

Bicolor 5 08 081 075 063 0,00

Cip6 6 0,50 0,50 069 0,75 0,88 0,00

Cam7 0,69 069 069 081 069 069 0,00

Altam 8 0381 081 076 063 075 081 094 0,00

Belém 9 0,75 0,75 0,81 069 075 0,75 0,88 0,69 0,00

Man 10 0,88 0,88 081 038 069 08 0,75 0,88 081 0,00

lhéus 11 094 094 0381 081 081 094 088 08 083 0,8 0,00

StAmi12 088 038 081 081 094 088 094 081 025 094 0,88 0,00
Rond 13 094 094 0388 088 094 094 094 088 094 094 088 088 0,00
Lob 14 081 0388 056 063 0,56 094 081 075 0,88 0.8 081 094 094 0,00
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TABELA 2A - Quadro da andlise de varidncia para o efeito da interagdo dose x
época de aplicagdo do ASM sobre a incidéncia da vassoura-de-
bruxa em mudas de cacau do clone SIC-23, 60 dias apés a

inoculagdo
FONTE DE VARIACAO G.L S.Q Q.M. VALORF
DOSE 2 49.189267  24.594633 0206 0.8155
EPOCA 2 3704.094050 1852.047025 15.478 0.0000
DOSE X EPOCA 4 618.7290883  154.682471 1293  0.2977
RESIDUO 27 3230.763275 119.657899
TOTAL 35  7602.776475

CV-15.60%
Média Geral - 70.12

TABELA 3A - Quadro da andlise de varidncia para o efeito da aplicagdo do
ASM puro e em mistura com micronutrientes sobre a incidéncia
da vassoura-de-bruxa em mudas de cacau do clone SIC-23, 45
dias apos a inoculagdo

FONTE DE VARIACAO G.L S.Q QM. VALORF
TRATAMENTOS 7  5165.305600 737.900800 Fc  Pr>Fc
13.396  0.0000
RESIDUO 24  1321.977950 55.082415
TOTAL 31 6487.283550
CV=10.63%

Média Geral: 69.78

TABELA 4A - Quadro da anilise de varidncia para o efeito da aplicagdio do
ASM puro e em mistura com fungicidas sobre a incidéncia da
doenga em mudas do clone SIC-23, 60 dias apés a inoculagfio

FONTE DE VARIACAO G.L S.Q Q.M. VALORF
TRATAMENTOS 7 7197.402867 1028.200410 Fc Pr>Fc
6.581  0.0009
ERRO 16 2499.666733 156.229171
TOTAL 23 9697.069600
CV-34.29%

Média Geral - 36.45

81





