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RESUMO

Objetivou-se encontrar novos indutores de resisténcia contra a vassoura-de-bruxa (Crinipellis perniciosa) do
cacaueiro (Theobroma cacao), com eficacia igual ou superior a aquela conferida pelo indutor de resisténcia padrio,
acibenzolar-S-metil, e estudar possiveis respostas de defesa ativadas no cacaueiro por esses eliciadores mais eficazes. Foram
testados extratos de varias plantas, principalmente, nativas do cerrado mineiro, bem como extratos provenientes de outras
espécies cultivadas. Verificou-se que extratos aquosos produzidos a partir de ramos de lobeira (Solanum lycocarpum) com
sintomas de vassoura-de-bruxa induziram prote¢ao de mudas de cacaueiros contra a mesma doenga em nivel estatisticamente
similar a protecdo conferida pelo ASM. O extrato aquoso e fervido de lobeira, aqui denominado VLA, nao foi toxico
in vitro, pelo contrario, induziu maior crescimento do fungo C. perniciosa em BDA, quando comparado a testemunha
(crescimento em BDA puro). Quando se quantificou a atividade de proteinas relacionadas a patogénese (quitinase e [3-
1,3-glucanase) estimuladas por VLA ¢ ASM (como padrdo), observou-se que ambos os tratamentos induziram maiores
atividades de peroxidase, quitinase e 3-1,3-glucanase em mudas de cacaueiros, comparados as respectivas testemunhas, no
periodo de 4 a 18 dias apos a pulverizagdo (DAP). Também o teor de lignina aumentou em plantas tratadas com VLA ou
ASM, principalmente aos 18 DAP.

Palavras-chave adicionais: Resisténcia induzida, Theobroma cacao, Solanum lycocarpum, acibenzolar-S-metil
(ASM), proteinas relacionadas a patogénese, lignina.

ABSTRACT
Selection of plant extracts to induce resistance and activate defense responses in cocoa against witches’ broom
disease

The objective of this study was to find new inducers of resistance against witches’ broom disease (Crinipellis
perniciosa) of cocoa (Theobroma cacao), with higher or equal efficacy to that conferred by the standard inducer acibenzolar-
S-methyl and to study possible defense responses activated in cocoa by these more efficient elicitors. Extracts from several
plants were tested, mainly those from native plants from the savannah of Minas Gerais State, as well as extracts from
cultivated plants. It was verified that aqueous extracts from “lobeira” (Solanum lycocarpum) tree with symptoms of witches’
broom induced protection of cocoa seedlings at similar levels as that conferred by ASM. The aqueous and boiled extract
from “lobeira”, here named VLA, was not toxic in vitro: in fact, it promoted C. perniciosa growth on PDA medium. The
activities of pathogenesis-related proteins chitinase and 3-1,3- glucanase stimulated by VLA and ASM were assessed and it
was verified that both treatments induced higher activities of peroxidase, chitinase and B-1,3-glucanase in cocoa seedlings,
compared to the respective controls, from 4 to 18 days after spraying (DAS). The lignin content also increased in plants
treated with VLA or ASM, mainly at 18 DAS.

Additional keywords: Induced resistance, Theobroma cacao, Solanum lycocarpum, acibenzolar-S-methyl (ASM),
pathogenesis-related proteins, lignin.

INTRODUCAO O patéogeno ataca principalmente os

tecidos

A vassoura-de-bruxa (Crinipellis perniciosa (Stahel)
Singer) ¢ a principal doenga do cacaueiro (Theobroma
cacao L.) no Brasil, podendo causar perdas de até 90 % na
produgdo. O pais, de grande exportador de améndoas de
cacau, passou a importador, para suprir as necessidades das
industrias de moagem aqui instaladas.
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meristematicos em crescimento, provocando sintomas
caracteristicos de desequilibrio hormonal na interagdo
patogeno-hospedeiro. As medidas recomendadas para o
controle da vassoura-de-bruxa estdo inseridas no manejo
integrado da doenga, adotando-se métodos de controle
genético, cultural, quimico e biologico (Luz et al., 1997,
Costa et al., 2006). Métodos alternativos mais recentes
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incluem a busca de fungicidas naturais, principalmente
a base de extratos vegetais (Bastos, 1997) e a resisténcia
induzida (Resende et al. 2000; 2002b).

A resisténcia induzida (RI) pode ser ativada em
plantas por uma série de substancias, evitando ou atrasando
a entrada ou a subseqiiente atividade do patéogeno em
seus tecidos, por meio de mecanismos de defesa proprios
(Athayde Sobrinho et al., 2005; Nojosa et al., 2005). Varios
agentes podem induzir a produgdo de “sinais” no tecido
vegetal, disparando rea¢des que culminardo em protecao
duradoura contra uma ampla gama de fitopatdgenos. A
percepcao se da quando moléculas do agente indutor se
ligam a moléculas receptoras situadas, provavelmente, na
membrana plasmatica da célula vegetal. Essas reagdes
desencadeiam a ativacdo de varios mecanismos de defesa
(Resende et al., 2002 a,b). A RI pode ser dividida em
duas categorias, a resisténcia sistémica adquirida (SAR)
e a resisténcia sistémica induzida (ISR) (Van Loon et al.,
1998). Na SAR, a resisténcia desenvolve-se de forma
sistémica em resposta a um patdégeno que causa uma
lesdao necrética (HR) ou por aplicagdo exdgena de acido
salicilico ou compostos sintéticos, como o acibenzolar-
S-metil (ASM) e o acido 2,6-dicloroisonicotinico (INA).
Nesta, a resisténcia expressa, geralmente, ¢ efetiva contra
um amplo espectro de patdgenos e esta associada a produgao
de proteinas relacionadas a patogénese (PRP’s). Muitas
delas possuem atividade antimicrobiana e¢ sdo excelentes
marcadores moleculares para a resposta de resisténcia. Ja na
ISR, geralmente induzida por rizobactérias, a sinalizacdo ¢
mediada pelo acido jasmonico e etileno (Van Loon ef al.,
1998).

Avangos nas pesquisas envolvendo RI em plantas vem
sendo acompanhados pelo surgimento de novos produtos
comerciais que apresentam maior eficacia, estabilidade e
menor impacto ao ambiente, sendo capazes de propiciar
melhora na produtividade agricola, devido a redugdo de
perdas ocasionadas por patdogenos e, em alguns casos,
incrementos no desenvolvimento vegetativo (Resende et al.,
2006). O ASM foi o primeiro indutor de SAR liberado para
uso comercial (Lyon & Newton, 1997) ¢ atualmente muitos
outros produtos ja estdo disponiveis no mercado ou em fase
de pesquisa (Resende et al., 2006).

Geralmente, a indugdo de resisténcia ocorre pela
ativacdo de genes que codificam uma série de PRP’s e
enzimas envolvidas na sintese de fitoalexinas e lignina
(Vidhyasekaran, 1988; Van Loon, 1997; Moraes, 1998;
Resende et al., 2002a). A detec¢do e quantificagdo da
expressao de genes que levam a essas substancias, seria
uma das formas de separar o efeito indutor de resisténcia
do efeito toxico direto de determinado produto. As PRP’s
englobam familias de proteinas com caracteristicas variadas
(quitinases, [-1,3-glucanases, lisozimas, peroxidases,
osmotinas, dentre outras), mas com o fato em comum de
estarem todas relacionadas aos processos de defesa durante
a patogénese, apresentando dessa forma, potencial para
serem exploradas nos programas de indugdo de protegdo em
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plantas (Van Loon & Van Strien, 1999).

No presente trabalho foi investigada a eficacia da
pulverizagdo foliar de mudas de cacaueiro com varios
extratos vegetais de plantas sadias e doentes, bem como de
basidiomas de C. perniciosa na protegdo contra a vassoura-
de-bruxa, utilizando-se o indutor de resisténcia ASM,
como padrdo em todos os experimentos. Para os melhores
tratamentos obtidos, foram realizados estudos de toxidez
direta sobre C. perniciosa e analises de respostas de defesa
ativadas em cacaueiro, apos a aplicagdo desses tratamentos.
Dentre as PRP’s, foram focadas no presente trabalho as
quitinases e as 3-1,3-glucanases, por possuirem efeito direto
sobre o patégeno, atuando na degradacdo de componentes
da parede celular fingica e as peroxidases, por estarem
envolvidas na sintese de lignina, polimero fendlico cujo
acimulo nos tecidos do cacaueiro, certamente dificultaria
a infecgdo por C. perniciosa. O conteudo de lignina foi
também quantificado em plantas tratadas com os melhores
indutores de resisténcia encontrados, comparativamente
com plantas testemunhas nio tratadas.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condicdes de crescimento em casa-de-
vegetacio

Foram utilizadas sementes de cacau da cultivar
Catongo, provenientes do Centro de Pesquisas do Cacau,
CEPEC/CEPLAC/MAPA, Itabuna BA. As mudas foram
devidamente cultivadas em bandejas de isopor com
72 células, contendo o substrato Plantmax Hortaligas
(HT)® (volume aproximado de 0,4 L.célula') e adubadas
semanalmente com solugdo nutritiva de Hoagland & Arnon
(1950) (50 % da forca idnica). Durante os experimentos,
as mudas foram mantidas em casa-de-vegetacdo, com
temperatura de 25 = 3 °C e umidade relativa do ar em torno
de 80 %, controladas através de um sistema automatizado de
nebulizagio, sob condigdes ajustaveis em casas-de-vegetacao
do Departamento de Fitopatologia (DFP) da UFLA.

Producéo de inoculo e inoculagio das mudas

O indculo foi obtido a partir de vassouras infectadas
(ramos secos) provenientes de Ilhéus, BA, coletadas no
biénio 2005-06. Essas vassouras foram mantidas em cdmaras
indutoras da producdo de basidiomas de C. perniciosa,
denominada de vassoureiro, sob regime de nebulizacdo
periddica. Os basididésporos coletados em solugao de glicerol
16 %, conforme Frias et al. (1995), foram armazenados em
nitrogénio liquido, para uso posterior.

As inoculagoes foram sempre realizadas sete dias
apos a pulverizagdo dos tratamentos, executadas ao final
da tarde, com a deposi¢do de uma gota da suspensdo de
basidiosporos na concentragdo de 1x10° basididsporos
viaveis.mL' no meristema apical de cada muda com 30 dias
de idade. Durante vinte e quatro horas apés o processo de
inoculagdo, a umidade relativa do ar foi mantida proxima
a 100 %, para propiciar condigdes a penetracdo fungica,
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mantendo-se goticulas de agua livre no apice de cada
muda. A percentagem de germinagdo (viabilidade) dos
basididsporos foi quantificada antes e depois da inoculagdo,
em laminas escavadas com trés cavidades. Para tal, laminas
contendo a suspensdo de basidiosporos foram mantidas
em camara umida por 24 horas. Apds esse periodo, foram
adicionados 30 pL do corante azul de lactofenol em cada
cavidade, e posteriormente foi determinada a percentagem
de esporos germinados, sendo amostrados 200 basidiésporos
por cavidade (contagem realizada na linha do didmetro da
cavidade, marcada com caneta na parte posterior da lamina).
Somente foram utilizadas na inoculacdo, suspensoes de
esporos com viabilidade superior a 80 %.

Avaliacio da doenca

Foram realizadas avaliacdes da incidéncia de
vassoura-de-bruxa nas mudas aos 30, 45 ¢ 60 dias apos as
inoculagdes. A percentagem de mudas doentes foi entdo
calculada para cada bloco. Em se tratando de avaliagdes
acumulativas, somente dados da avalia¢do aos 60 dias serdo
aqui apresentados.

Delineamento experimental e andlises estatisticas

Todos os experimentos em casa-de-vegetagao foram
instalados no delineamento de blocos casualizados, com
quatro repeti¢des, sendo utilizadas doze plantas por parcela,
totalizando 48 plantas por tratamento. Os dados coletados
foram submetidos a analises de variancia e testes de médias
(Teste de Tukey).

Experimento 1. Estudo da protecio induzida em
cacaueiro contra a vassoura-de-bruxa, por extratos de
tecidos de cafeeiro e de biomassa citrica

Foram utilizados extratos aquosos, fervidos e a frio,
de casca de frutos de café e de folhas de café infectadas com
Hemileia vastatrix Berk et Br. Esses tecidos de cafeeiros
sdo ricos em compostos eliciadores (compostos fenélicos da
planta e compostos de origem fungica no tecido infectado),
e foram eficazes in vitro contra C. perniciosa. Formulagdes
a base de extratos de folhas ¢ de cascas de frutos de café
foram objetos de pedidos de patentes por parte de nosso
grupo de pesquisa na UFLA (INPI, Privilégio de Inovagao
PI 0603575-2, FORMULACAO PARA INDUCAO DE
RESISTENCIA. 02 de Agosto de 2006).

Também foi incluido no experimento, uma formulagao
a base de biomassa citrica, rica em flavonoides, polifenois,
fitoalexinas e acidos organicos (Ecolife®), a qual vem sendo
utilizada com sucesso contra doengas em bananeira, morango
e videira (Quinabra, 2006).

Os extratos de tecidos do cafeeiro, procedentes de
variedades suscetiveis a ferrugem, foram preparados no
Laboratorio de Fisiologia do Parasitismo do DFP-UFLA, na
propor¢ao de 80 g (massa seca) de tecido moido por litro
de agua destilada. O material em suspensdo foi fervido em
refluxo por duas horas. Apos a fervura, os extratos foram
filtrados a vacuo e armazenados em congelador (-20 °C).

Fitopatol. Bras. 32(3), maio - jun 2007

Para o preparo dos extratos a frio, erlenmeyers contendo as
suspensdes foram agitados por quatro horas a 130 rpm em
temperatura ambiente. Apos a agitacdo, foi também realizada
a filtragem a vacuo e armazenagem em congelador (-20 °C).
Os tratamentos utilizados no experimento foram: a) extrato
aquoso de casca de café, a frio; b) extrato aquoso de casca
de café, fervido; c) extrato aquoso de folha de cafeeiro com
H. vastatrix, a frio; d) extrato aquoso de folha de cafeeiro
com H. vastatrix, fervido; e) extrato aquoso de folha de
cafeeiro sadia, a frio; f) extrato aquoso de folha de cafeeiro
sadia, fervido; g) Ecolife® (5 mL.L") (extrato de biomassa
citrica); h) ASM (0,2 g i.a.L"); i) testemunha inoculada
(plantulas ndo pulverizadas com indutor e inoculadas com
C. perniciosa) e j) testemunha absoluta (plantulas nao
pulverizadas com indutor e ndo inoculadas).

Experimento 2. Estudo da protecio induzida em
cacaueiro contra a vassoura-de-bruxa, por extratos
provenientes de basidiomas de Crinipellis perniciosa e
de vassouras-de-lobeira

Em experimentos preliminares foi evidenciado
o potencial de indugdo de resisténcia em mudas de
cacaueiro contra C. perniciosa, por basidiésporos do
referido fungo provenientes de lobeira (ndo patogénico ao
cacaueiro). Entretanto, devido a uma produgdo pequena de
basididsporos, decidiu-se, no presente experimento, testar-se
o efeito de extratos de basidiomas como um todo e também
de extratos de vassouras secas provenientes de lobeira
(Solanum lycocarpum St. Hil.), abundantes no sul de Minas
e no cerrado brasileiro em geral. Para comparagao, foram
testados extratos de ramos sadios de lobeira (sem vassoura-
de-bruxa).

Foram utilizados extratos aquosos, fervidos ou a
frio, na proporg¢ao de 80 g (peso seco) de tecido fingico ou
vegetal moido por litro de agua destilada. O procedimento
para o preparo ¢ armazenamento dos extratos foi 0 mesmo
descrito no item anterior, para os extratos provenientes de
tecidos do cafeeiro. Utilizaram-se os seguintes tratamentos:
a) extrato aquoso de vassoura-de-lobeira (S. lycocarpum),
a frio; b) extrato aquoso de vassoura-de-lobeira, fervido; c)
extrato aquoso de ramo sadio de lobeira, sem vassoura-de-
bruxa, a frio; d) extrato aquoso de ramo sadio de lobeira,
sem vassoura-de-bruxa, fervido; e¢) extrato aquoso de
basidioma de C. perniciosa em lobeira, a frio; f) extrato
aquoso de basidioma de C. perniciosa em lobeira, fervido);
g) acibenzolar-S-metil, ASM, a 0,2 gi.a..L"!' e h) testemunha
inoculada.

Experimento 3. Caracterizacio dos mecanismos
bioquimicos envolvidos na resposta de defesa de mudas
de cacaueiros tratadas com ASM e VLA

Considerando que o VLA (extrato aquoso de
vassoura-de-lobeira, fervido) havia sido o uUnico extrato
com desempenho similar ao indutor de resisténcia padrao
ASM nos experimentos realizados anteriormente, esses dois
tratamentos foram selecionados para comparagdo do ponto
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de vista de inducdo de respostas de defesa em mudas de
cacau cv. Catongo, avaliando-se as atividades das enzimas
peroxidase, quitinase e -1,3-glucanases. Como testemunhas
foram utilizadas plantas pulverizadas somente com agua.

Os tempos de coleta das amostras para verificacao
das respostas de defesa foram de 4, 8, 13 e 18 dias apos
a aplicagdo dos tratamentos indutores, exceto para lignina
total que foi avaliada somente 13 e 18 dias apos a aplicagdo
dos tratamentos.

Preparo de extratos foliares para determinacio de
proteinas totais e atividade de peroxidase

Os tecidos vegetais (1,5 g de brotagdes novas) foram
macerados em tampao de acetato de sodio 50 mM, pH
5,2 por trés minutos. Estes extratos foram utilizados para
a determinacdo de proteinas totais, através do método de
Bradford (1976), utilizando solu¢des de albumina sérica
bovina (BSA) para fazer a calibragdo da curva padrdao do
reagente de Bradford.

A atividade de peroxidase de guaiacol (POX) foi
determinada pela adi¢do de 25 uL do extrato enzimatico
ajustado para 2 mL da solugdo contendo acetato de sodio 50
mM pH 5,2, guaiacol 20 mM e perdxido de hidrogénio 20
mM. Apos incubagdo em 30 °C por 10 min, a absorbancia foi
medida a 480 nm. Uma unidade de POX foi expressa como
varia¢do de 1 OD,, por miligrama de proteina soltvel por
minuto (A480nm.mgP-'. min'). Proteinas foram separadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida, em condigdes
nativas, de acordo com Laemmli (1970), usando-se gel de
separacdo de 12,5 % sobreposto por gel de empilhamento
de 5 %. Extratos enzimaticos foram preparados em presenga
de azul de bromofenol e glicerol. Um volume referente
a um valor fixo de 15 pg de proteina de cada amostra foi
adicionado aos pogos do gel de empilhamento. Para a
revelacdo das bandas protéicas com atividade de peroxidase,
o gel foi imerso em 20 mL de solug@o de diaminobenzidina
(10 mg), tampao tris-HCI 2 M, pH 8,3 (1 mL), peroxido de
hidrogénio 30 % (0,02 mL) e agua Milli-Q (q.s.p. 20 mL).
Apbs o aparecimento das bandas, a reagdo foi interrompida
por lavagens sucessivas com agua destilada.

Determinacio do contetido de Lignina

O contetdo de lignina foi determinado como
descrito por Stadnik (1999), por meio do ensaio com
acido tioglicolico (Monties, 1989). Tecidos de brota¢des
novas (0,2 g), coletados aos 13 e 18 dias apds a aplicagdo
dos tratamentos, foram macerados em nitrogénio liquido ¢
incubados em acetona por 24 horas para a despigmentagio;
em seguida, os tecidos foram centrifugados, o sobrenadante
foi retirado e o restante foi seco, por 24 horas, a temperatura
ambiente. Apos a despigmentagdo, o material foi tratado
com 5 mL de uma mistura de acido tioglicélico e acido
cloridrico 2N (1:10, v.v'"), por 4 horas a 100 °C. Em seguida,
o material foi centrifugado, lavado com agua e centrifugado
novamente, quando foram adicionados 5 mL de hidroxido
de sodio 0,5 N por 18 horas para a extracdo do acido
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lignotioglicolico do precipitado. As amostras foram entdo
centrifugadas, acidificadas com 200 uL de acido cloridrico
concentrado e incubadas no gelo por quatro horas. Em
seguida, uma nova centrifugagdo foi realizada, o precipitado
foi ressuspendido em NaOH 0,5 N ¢ a absorbancia dessa
solugdo foi determinada a 280 nm, em espectrofotometro. A
quantidade de lignina foi calculada com base em uma curva
padrao, constituida com diferentes concentragdes de lignina
padrao (alkali, 2-hidroxipropil éter). Os resultados foram
expressos em micrograma de lignina por grama de matéria
fresca (pg.gMF™).

Determinacdo das atividades de quitinase e [-1,3-
glucanase

A atividade de quitinase em mudas de cacau foi
determinada pela adi¢do de 70 uL do extrato enzimatico
ajustado para 310 pL da solugdo contendo acetato de sodio
50 mM pH 5,2 e 60 uL de CM-Chitin-RBV (2 mg.mL™"), um
substrato especifico para quitinase (LOEWE Biochemica
GmbH), em micro-placas de 96 cavidades (com volume de
350 uL). Apos a incubagdo a 35 °C por 80 min, as amostras
foram acidificadas com 50 pL de HCI1 0,5 N, resfriadas em
banho de gelo por 10 min e centrifugadas (1450 x g por 10
min). Uma aliquota de 210 pL do sobrenadante de cada
amostra foi transferida para uma nova micro-placa para
leitura a 492 nm em um leitor EIA-compativel.

Aatividade de B-1,3-glucanase foi medida seguindo
método analogo, apenas com a troca do substrato para
CM-Curdlan-RBB (4 mg.mL'; LOEWE Biochemica
GmbH) e com o ajuste da aliquota do extrato enzimatico
para 100 pL. Para promover a agdo hidrolitica da 3-1,3-
glucanase foi adotado um tempo de incubagdo de 100
min. a 35 °C. Uma aliquota de 210 puL do sobrenadante de
cada amostra foi transferida para uma nova micro-placa
para leitura a 620 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1. Estudo da protecio induzida em
cacaueiro contra a vassoura-de-bruxa, por extratos de
tecidos de cafeeiro e de biomassa citrica

Na avaliagdo da incidéncia de vassoura-de-bruxa
realizada aos 60 dias apos a inoculagdo, observou-se
que nenhum tratamento foi estatisticamente diferente da
testemunha, exceto o tratamento com ASM (Figura 1A).
Extratos de folhas e de casca de frutos de café tém sido
eficazes contra doengas do proprio cafeeiro e também
do tomateiro e do algodoeiro (INPI, Pedido de patente,
Protocolo ntimero 0000220604167501, FORMULACAO
PARA INDUCAO DE RESISTENCIA... 02 de Agosto de
2006).

Estudos anteriores haviam detectado a presenca
de eliciadores de resisténcia em folhas de cafeeiro
infectadas pela ferrugem. Esporos de H. vastatrix
inativados por autoclavagem e preparados em forma de
filtrado aquoso induziram protecdo contra H. vastatrix
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FIG. 1 - Incidéncia da vassoura-de-bruxa aos 60 dias apos inoculagdo de C. perniciosa em mudas
de cacaueiros tratadas em “A” com: ASM - acibenzolar-S-metil; EFCSF - extrato aquoso de folhas
de cafeeiro sadias, a frio; ECC - extrato aquoso de casca de café, fervido; ECCF - extrato aquoso
de casca de café, a frio; EFCS - extrato aquoso de folhas de cafeeiro sadias, fervido; ECOLIFE®
- extrato de biomassa citrica; EFID - extrato aquoso de folhas de cafeeiro com H. vastatrix, fervido;
EFIDF - extrato aquoso de folhas de cafeeiro com H. vastatrix, a frio; e TI - testemunha inoculada.
E em “B”: ASM - acibenzolar-S-metil; VLA - extrato aquoso de vassoura-de-lobeira, fervido; RSL
- extrato aquoso de ramo sadio de lobeira, fervido; VLAF - extrato aquoso de vassoura-de-lobeira,
a frio; BCL - extrato aquoso de basidioma de C. perniciosa em lobeira, fervido; BCLF - extrato
aquoso de basidioma de C. perniciosa em lobeira, a frio; RSLF - extrato aquoso de ramo sadio
de lobeira, a frio; e TI - testemunha inoculada. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05). Barras representam o desvio padrao da média.

em cafeeiros ¢ fragdes desse filtrado demonstraram acéo
eliciadora de fitoalexina em soja (Guzzo et al., 1987).
Tais eliciadores podem ser originados da parede celular
do proprio fungo, constituida de moléculas de B-glucana
e quitina, responsaveis por disparar respostas de defesa da
planta, aumentando os niveis de compostos fendlicos e as
atividades de peroxidases e polifenoloxidases (Guzzo
et al., 1987; Maxemiuc-Naccache & Dietrich, 1985).
Entretanto, quando se usam apenas os esporos de ferrugem
para induzir resisténcia em plantas, descartam-se os
eliciadores endogenos presentes nos proprios tecidos das
folhas de cafeeiro e disponibilizados apoés a colonizagdo
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fingica. Na continuidade desse projeto, serdo testados
extratos procedentes de tecidos de cafeeiros resistentes
a ferrugem (extratos aquosos e também metanodlicos dos
mesmos).

Experimento 2. Estudo da protecio induzida em
cacaueiro contra a vassoura-de-bruxa, por extratos
provenientes de basidiomas de Crinipellis perniciosa e de
vassouras-de-lobeira

Pelos dados obtidos aos 60 dias ap6s a inoculagao
(Figura 1B), os extratos de lobeira proporcionaram protegao
semelhante ao tratamento padrdo com o ASM. Entretanto,
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o0 extrato aquoso de ramo sadio de lobeira a frio nao diferiu
estatisticamente da testemunha. Além disso, os tratamentos
com extratos de basidiomas ¢ o referido extrato a frio,
tiveram desempenho intermediario entre a testemunha
inoculada e os demais tratamentos. Cavalcanti ez al. (2006a),
verificaram que a eficacia de extratos de vassouras-de-
lobeira foi estatisticamente igual a do ASM, para a protegao
do tomateiro contra Xanthomonas vesicatoria.

Em ensaio realizado in vitro (dados ndo mostrados)
constatou-se que o VLA e 0 ASM, ndo apresentaram efeitos
toxicos diretos sobre o crescimento de C. perniciosa, o
que ¢ esperado para um indutor de resisténcia, pois esses
ndo atuam diretamente sobre o patdgeno (Kuc, 2001).
Convém ressaltar que os tratamentos com VLA, nas
dilui¢des testadas, potencializaram o crescimento micelial
do fungo. Possivelmente, o VLA possui em sua composi¢ao,
substancias que poderiam ativar o crescimento do fungo,
como agucares simples ou complexos, por exemplo. Por
outro lado, essas e outras substancias como proteinas
e lipidios, podem estar servindo como eliciadores de
respostas de defesa em plantas.

Na concepgao do extrato de ramos infectados de
lobeira, foi hipotetizada a obtencao de eliciadores, tanto
exoégenos (provenientes do patdégeno) como enddgenos
(provenientes da planta). Nesse provavel ‘coquetel’ de
eliciadores devem estar presentes numerosas moléculas
soluveis advindas do proprio patéogeno ¢ da parede
celular do hospedeiro. Apés o ataque fungico, muitos
polimeros da parede do hospedeiro sdo quebrados e os
oligossacarideos liberados podem agir como eliciadores

endogenos, ativando o sistema de defesa da planta
(Hammond-Kosack & Jones, 2000).

Ap6s estes resultados e hipdteses, passou-se a estudar
os mecanismos envolvidos na prote¢do de mudas de cacau,
pelo extrato aquoso e fervido de vassouras provenientes
de lobeira, extrato denominado VLA nos experimentos
seguintes.

Experimento 3. Caracterizacio dos mecanismos
bioquimicos envolvidos na resposta de defesa de mudas
de cacaueiros tratadas com ASM e VLA

Determinacio da atividade de peroxidase

As atividades de peroxidase de guaiacol em mudas
de cacaueiros aumentaram nos tratamentos com ASM e
VLA, em todo o intervalo estudado (de 4 a 18 dias apds a
aplicagdo dos produtos), comparada ao tratamento controle
pulverizado com agua somente (Figura 2A).

Eletroforese em gel em condigdes nativas confirmou
o aumento das atividades de peroxidases das amostras
avaliadas no ensaio colorimétrico. Tanto o VLA quanto o ASM,
aumentaram a expressdo de uma isoforma ativa de peroxidase
revelada por diaminobenzidina, a partir de quatro dias apos
as pulverizagdes com os respectivos indutores de resisténcia;
esses aumentos persistiram até 13 dias apos as pulverizagdes
(data da ultima analise, no caso), a julgar pela intensidade das
bandas observadas no gel (Figura 2B).

A atividade de peroxidases frequentemente aumenta
em resposta aos estresses. Peroxidases especificas (como as de
guaiacol), catalizam a oxidagao de alcoois fenolicos a lignina,
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ao mesmo tempo em que reduzem peréxido de hidrogénio a
agua. A lignificac@o da parede celular € caracterizada como uma
das reagdes desencadeadas pelo sistema de defesa da planta
para tentar impedir a penetragdo ou restringir a colonizagao
de tecidos vegetais por patdgenos (Resende ef al., 2002a).

Determinacio do contetido de lignina

Quando se quantificou o contetido de lignina em
tecidos jovens de cacau, observou-se que tratamentos com
VLA ou ASM induziram maior acimulo deste polimero
fenolico aos 18 dias apos a pulverizagdo, comparados com
o respectivo controle pulverizado com agua (Figura 3).
A lignifica¢ao precoce dos tecidos jovens €, portanto, um
dos mecanismos de defesa ativados em cacaueiro contra
C. perniciosa, fungo que coloniza somente tecidos tenros.
Resende et al. (2002b) verificaram que mudas de cacaueiros
tratadas com ASM permaneceram com mecanismos de
defesa ativados, até 30 dias apods a aplicagdo do referido
produto. Estudos desse tipo podem fornecer subsidios para
se inferir sobre periodicidade de aplica¢do de indutores de
resisténcia em plantas.

Qualquer produto ou extrato para ser considerado
um bom indutor de resisténcia também deve possuir agdo
de amplo espectro, combatendo nao somente doengas
fungicas, mas também bacterianas e outras relevantes
para a agricultura. No caso do algodoeiro, o tratamento
com VLA, teve desempenho estatisticamente similar ao
proporcionado pelo ASM, o qual conferiu protecao de
cerca de 62,3 %, contra a mancha angular do algodoeiro,
causada por X. axonopodis pv. malvacearum (Smith 1901)
Vauterin, Hoste, Kersters & Swings 1995. Com relagdo a
mancha bacteriana do tomateiro, causada por X. vesicatoria
(um modelo mais simples e mais rapido de ser estudado do
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FIG. 3 - Contetido de lignina acido-soltvel total (ug por mg
de matéria fresca) em mudas de cacaueiros 13 ¢ 18 dias apds a
pulverizagdo dos tratamentos. Tratamentos: ASM (acibenzolar-
S-metil), VLA (extrato aquoso de vassoura-de-lobeira, fervido)
¢ Controle (pulverizado apenas com agua). Médias com mesma
letra em cada dia de coleta ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05). Barras representam os desvios padroes das médias.
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que a vassoura-de-bruxa no cacaueiro), exaustivos ensaios
foram conduzidos com o VLA. Em tomate, a expressao
de peroxidases foi aumentada a partir do terceiro dia apds
as pulverizagdes, tanto com VLA, quanto com o indutor
de resisténcia padrdo ASM, sendo que cinco isoformas de
peroxidases foram detectadas, nove dias apos as pulverizagdes
(DAP), com ambos os indutores de resisténcia. No ultimo
passo dessa pesquisa utilizando o tomateiro, como modelo
para estudar o VLA, chegou-se ao isolamento de uma
fragdo protéica procedente do VLA, com forte capacidade
de eliciagdo de peroxidases e outras respostas de defesa
(Cavalcanti et al., 2007).

Determinacdo das atividades de quitinase e p-1,3-
glucanase

Nota-se na Figura 4A que, quando as mudas
de cacau foram tratadas com ASM ou VLA, houve um
incremento maior nas atividades de quitinase aos oito
dias; a partir de entdo, houve decréscimos ndo muito
acentuados nas atividades da mesma, apresentando ainda
atividades superiores a do tratamento controle, aos 18
dias apos a pulverizagdo. Ja as atividades de B-1,3-
glucanase nos tratamentos com ASM e VLA se elevaram
até os 13 dias apo6s a aplicagdo e comegaram a declinar
a partir de entdo, chegando a niveis estatisticamente
iguais ao da testemunha, aos 18 dias (Figura 4B). Essas
maiores atividades de quitinase e de B-1,3-glucanase
conferidas por VLA, embora tenham declinado com o
tempo, foram induzidas precocemente, podendo estar
relacionadas com maior chance de sucesso no combate a
C. perniciosa, através da degradagdo de componentes da
parede celular do mesmo. Quitinases e -1,3-glucanase
sdo enzimas que hidrolisam respectivamente quitina e
B-1,3-glucana, principais polimeros componentes da
parede celular de fungos, tendo, portanto, agdo toxica
direta sobre esses patdogenos. Sdo consideradas PRP’s
e sdo potentes marcadores de inducdo de resisténcia em
plantas (Van Loon & Van Strien, 1999).

A resisténcia induzida € expressa tanto de forma
local como sistémica emrespostaapatdogenos. Aresisténcia
expressa sistemicamente (SAR) estd associada ao aumento
de atividade de PRP’s e ¢ mediada por um processo
dependente do acido salicilico. Outros processos de defesa
podem ser incluidos, como explosdo oxidativa, acumulo
de fitoalexinas, lignificagdo, deposicdo de calose ¢
conseqiiente enrijecimento de parede (Durrant & Dong,
2004). Embora as PRP’s estejam implicadas na defesa de
plantas, ndo tém necessariamente agdo antimicrobiana.
Na verdade, as PRP’s s@o identificadas por seu simples
acimulo em plantas submetidas a uma situacdo de
patogénese (Van Loon, 1997). Entretanto, estudos recentes
tém mostrado que a super expressao de genes de quitinases e
glucanases em plantas, tem aumentado a resisténcia dessas
plantas a patogenos (Van Loon et al., 2006), inclusive do
cacaueiro a Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz.
& Sacc. (Maximova et al., 2006).
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FIG. 4 - Atividade de quitinase (A) e B-1,3-glucanase (B) em
brotagdes novas de mudas de cacaueiros, apds os tratamentos:
ASM (acibenzolar-S-metil), VLA (extrato aquoso de vassoura-de-
lobeira, fervido) e Cont. (controle). Médias com mesma letra em
cada dia de coleta e para cada enzima ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P<0,05). Barras representam os desvios padroes
das médias.

Varios trabalhos tém demonstrado que plantas
reconhecem eliciadores derivados da superficie celular,
os quais induzem respostas de defesa tanto em plantas
hospedeiras como em ndo hospedeiras. Estes incluem
peptideos,  carboidratos, glicoproteinas e  lipidios
(Niirnberger & Brunner, 2002). Além disso, PR-proteinas
e poligalacturonases de patdogenos podem hidrolisar,
respectivamente, substratos da parede celular do patogeno
ou hospedeiro, causando eliciagdo indireta pela liberagdo
de produtos eliciadores nao-especificos, no ambiente
apoplastico (Van Loon, 1997). Foi demonstrado que
extratos elaborados a partir de ramos de lobeira infectados
por C. perniciosa contém varios eliciadores (Cavalcanti
et al.,2007), os quais foram capazes de induzir respostas
de defesa em mudas de cacau, contra o mesmo fungo.

Existe uma dificuldade na padronizacao do extrato
de vassoura-de-lobeira, pois naturalmente ocorrem
vassouras com maior ou menor colonizagdo do fungo,
variando assim a quantidade do eliciador de origem
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fungica. Uma maneira de contornar esse problema seria
a quantificacdo do ergosterol nessas vassouras, pois o
ergosterol ¢ um lipidio especifico de fungos (Gessner &
Smitt, 1996). Apos essa quantificagdo, o extrato podera ser
padronizado de acordo com a concentragdo do ergosterol,
que sera uma ectapa posterior do presente estudo.
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