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RESUMO

A protegdo do cacaueiro com o uso de produtos de natureza bidtica ou abidtica visando a indugdo de resisténcia ¢ uma estratégia
importante, que pode ampliar a eficcia de controle da vassoura-de-bruxa, causada por Moniliophthora perniciosa. Objetivou-se investigar
o efeito de doses e épocas de aplicagdo de um produto a base de mananoligossacarideo fosforilado (Agro-Mos®) sobre a prote¢do de mudas
de cacaueiro contra M. perniciosa bem como a sua toxicidade direta sobre o patdgeno e caracterizar alguns mecanismos bioquimicos
envolvidos na resposta de defesa da planta. Verificou-se que o Agro-Mos® conferiu maior protecdo as mudas de cacaueiro contra a
vassoura-de-bruxa em rela¢éo ao indutor de resisténcia padrdo, acibenzolar S-metil (ASM). O crescimento micelial de M. perniciosa in
vitro foi completamente inibido pelo Agro-Mos® e o Recop® (oxicloreto de cobre), nos intervalos de 3,6 a 7,0 mL.L"e 0,1 a 0,2 g.L"!,
respectivamente. Em plantas tratadas com ASM, Agro-Mos® e Agro-Mos® Experimental (sem Cu*™), observou-se aumento das atividades
de quitinases, -1,3-glucanases, peroxidases de guaiacol e oxidases de polifendis, sem alteragdo do contetido de lignina e fenois soltiiveis
totais. A redugdo da incidéncia da doenga propiciada pelo Agro-Mos®, associada com o seu efeito toxico in vitro e com a ativagdo de
algumas enzimas relacionadas as respostas de defesa da planta, sugere que o Agro-Mos® possui efeito de prote¢éo e indugao de resisténcia
contra vassoura-de-bruxa em mudas de cacaueiro.
Palavras-chave: Theobroma cacao, Moniliophthora perniciosa, vassoura-de-bruxa, proteinas PR, acibenzolar-S-metil, Agro-Mos®.

ABSTRACT
Induction of resistance in cacao seedlings against Moniliophthora perniciosa by a phosphorilated mannanoligosaccharide based
product

Protecting the cacao crop by using biotic and abiotic products, seeking to induce plant resistance, is an important strategy, which
can broaden the effectiveness of cacao witches’” broom control. The objective of this work was to investigate the effect of doses and times
of application of a mannanoligosaccharide based product (Agro-Mos®) on cacao seedlings against Moniliophthora perniciosa, as well as
its direct toxicity to the pathogen and to characterize some biochemical mechanisms involved in plant defense response. It was found that
Agro-Mos® conferred greater protection for cacao seedlings against witches’ broom in relation to acibenzolar S-methyl, ASM. The in vitro
mycelial growth of M. perniciosa was completely inhibited by Agro-Mos® and Recop® (copper oxichloride) at dose intervals of 3.6 to 7.0
mL.L", and 0.1 to 0.2 g.L'!, respectively. There were increased activities of chitinases, B-1,3-glucanases, guaiacol peroxidases, polyphenol
oxidases, without changes in the content of lignin and total soluble phenolics in plants treated with ASM, Agro-Mos® or Experimental
Agro-Mos® (without Cu™). The disease incidence reduction due to Agro-Mos®, associated with its in vitro toxic effect and the activation
of some enzymes related to plant defense response, suggests that Agro-Mos® has a direct effect against the fungus and is also activating
plant defense mechanisms.
Key words: Theobroma cacao, Moniliophthora perniciosa, PR proteins, acibenzolar-S-methyl, Agro-Mos®.

INTRODUCAO

A vassoura-de-bruxa do cacaueiro (Theobroma
cacao L.), causada pelo fungo Moniliophthora
perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora, ¢ um dos
principais problemas fitossanitarios da cacauicultura
mundial. Na Bahia, regido responsavel por cerca de
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70% da producgdo nacional de cacau, esta doenga ¢
o principal fator associado ao declinio na produgao.
Este patdogeno infecta os tecidos meristematicos em
desenvolvimento: brotos vegetativos, almofadas
florais e frutos, provocando sintomas caracteristicos
da doenca com hipertrofia dos tecidos infectados
(Albuquerque et al., 2005).
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Apesar da existéncia de varias medidas para o manejo
integrado dessa doenga, esfor¢os sdo necessarios visando a
busca de novos métodos para ampliar a eficacia do controle
da vassoura-de-bruxa. Neste contexto, a protecdo das
plantas com o uso de produtos naturais a base de extratos
vegetais, bem como a indu¢@o de resisténcia com produtos
de natureza biotica ou abiotica, sdo estratégias importantes
que podem apresentar menor impacto ambiental. Tais
produtos também seriam capazes de propiciar melhora
na produtividade agricola, com a reduc¢do de perdas e,
até mesmo, incrementos no desenvolvimento vegetativo
(Resende et al., 2006).

A resisténcia induzida (RI) em plantas pode ser
ativada por uma série de substancias, evitando ou atrasando
a entrada ou a subsequente atividade de patdégenos em
seus tecidos, por meio de mecanismos de defesa proprios
(Durrant & Dong, 2004). Varios agentes podem induzir a
producdo de “sinais” no tecido vegetal, disparando reagdes
para protecdo contra fitopatégenos. A percepc¢ao do sinal
se da quando moléculas do agente indutor se ligam a
moléculas receptoras situadas, provavelmente, na membrana
plasmatica da célula vegetal. Essas reacdes desencadeiam a
ativagdo de varios mecanismos de defesa (Van Loon, 1997).
Dentre estes, ocorre a ativagdo de genes que codificam
uma série de proteinas relacionadas a patogénese (PRP’s)
(Van Loon, 1997) e enzimas envolvidas na sintese de
fitoalexinas e lignina (Anterola & Lewis, 2002). As PRP’s
incluem familias de proteinas com caracteristicas variadas,
como quitinases, -1,3-glucanases, lisozimas, peroxidases
e osmotinas, dentre outras, mas, com o fato em comum
de estarem todas relacionadas aos processos de defesa
durante a patogénese, apresentando, dessa forma, potencial
para serem exploradas na indug@o de protegdo em plantas
(Durrant & Dong, 2004).

Avangos nas pesquisas envolvendo RI em plantas
vém sendo acompanhados pelo surgimento de novos
produtos comerciais (Resende et al., 2006). Os compostos
sintéticos, como o acibenzolar-S-metil (ASM), agem de
forma semelhante ao acido salicilico, induzindo respostas de
defesa em plantas, inclusive no cacaueiro, contra patdgenos
(Resende et al., 2002; Cavalcanti et al., 2008).

Além de produtos quimicos e eliciadores especificos,
tem sido demonstrado que as plantas podem reconhecer
muitos compostos derivados de microrganismos que
induzem respostas de defesa em plantas. Dentes estes,
incluem-se peptideos, carboidratos, glicoproteinas e lipidios
(Niirnberger e Brunner, 2002). O produto constituido a base
de um mananoligossacarideo fosforilado proveniente da
parede celular de Saccharomyces cerevisiae Meyen tem
sido utilizado na protec¢@o de plantas contra doengas, como
em videira contra o mildio (Resende et al., 2006; Rosa et
al., 2007), contra antracnose em goiabeira (Soares Pessoa
et al.,, 2007) e em mamoeiro na pos-colheita (Dantas et
al., 2004). O presente trabalho objetivou avaliar o efeito
de doses e de épocas de aplicacdo de produto a base de
mananoligossacarideo fosforilado na prote¢do de mudas de
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cacaueiro contra M. perniciosa, a toxicidade direta deste
produto sobre o patdgeno ¢ a caracterizagdo de mecanismos
bioquimicos envolvidos na resposta de defesa, com base na
atividade das enzimas peroxidases de guaicol, oxidases de
polifendis, quitinases, p-1,3-glucanases, além do conteudo
de lignina e de fendis soltveis totais.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condicdes de crescimento

Sementes de cacau cv. Catongo, provenientes do
Centro de Pesquisas do Cacau (Ceplac/Cepec), [lhéus-BA, e
da Estacdo Experimental Filogdnio Peixoto (Ceplac/Esfip),
Linhares-ES, foram distribuidas em bandejas de isopor com
72 células contendo o substrato Plantmax® Hortaligas (HT).
As mudas produzidas foram adubadas semanalmente com
adubo foliar Yogen® (10 g L") e Dacafé Sul de Minas® (10
mL.L") e mantidas em casa de vegetagdo do Departamento
de Fitopatologia (DFP) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), Lavras-MG, com temperatura de 25£5°C e
umidade relativa do ar em torno de 90%, controladas por
meio de um sistema automatizado de nebulizagao.

Producio do indculo e inoculacio

O indculo foi obtido no Laboratorio de Fitopatologia
Molecular do Cepec/Ceplac, Ilhéus, BA, a partir de ramos
infectados (vassouras secas) coletadas no biénio 2005-
2006. Para a producdo dos basidiomas de M. perniciosa,
essas vassouras foram mantidas em camara sob regime de
nebulizagdo periodica, denominada de vassoureiro. A partir
dos basidiomas produzidos foram coletados os basididésporos
em solugdo de glicerol 16%, conforme Frias et al. (1995)
e armazenados em nitrogénio liquido, para uso posterior.
As inoculagdes foram realizadas sete ¢ 15 dias apds a
pulverizagao dos tratamentos, executadas ao final da tarde,
com a deposi¢do de uma gota da suspensao de basididsporos
na concentragdo de 1x10° basididosporos viaveis mL! no
meristema apical de cada muda com 30 dias de idade.
Durante 24 horas apos a inoculag@o, a umidade relativa do
ar foi mantida proxima a 100%, para favorecer a penetragdo
fingica, mantendo-se goticulas de agua livre no apice de
cada muda. A percentagem de germinacao (viabilidade) dos
basididsporos foi quantificada antes e depois da inoculagao,
em laminas escavadas. Foram utilizadas, na inoculagéo,
suspensdes de esporos com viabilidade superior a 80%.

Protecio de mudas de cacaueiro contra M. perniciosa
por mananoligossacarideo fosforilado em funcio de
doses e épocas de aplicacio

Neste experimento foi utilizado produto a base de
mananoligossacarideo fosforilado proveniente da parede
celular de Saccharomyces cerevisiae Meyen ¢ de um
biocomplexo de cobre e zinco (Agro-Mos® da Improcrop®
do Brasil Ltda). Os tratamentos testados foram: i. Agro-
Mos®, nas doses de 2,5, 5 ¢ 10 mL.L"; ii. acibenzolar-S-metil
(ASM) (Bion® 500WG, Syngenta Prote¢do de Cultivos) nas
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dosesde0,1;0,2¢0,4 g.L"; iii. testemunha inoculada com M.
perniciosa ¢ iv. testemunha absoluta (plantas pulverizadas
somente com agua). Foram pulverizados 250 mL de cada
tratamento nas folhas de 12 mudas de cacaueiro, sete € 15
dias antes da inoculagdo, até o ponto de escorrimento por
meio de pulverizador manual.

O experimento foi conduzido no delineamento
de blocos casualizados, com quatro repeti¢cdes, sendo
utilizadas 12 plantas por parcela, totalizando 48 plantas por
tratamento, em esquema fatorial (2 produtos x 3 doses x 2
épocas + 2 adicionais: testemunha inoculada com sete dias e
testemunha inoculada com 15 dias). Foi realizada avaliagdo
da incidéncia de vassoura-de-bruxa nas mudas aos 60 dias
apos inoculagdo. A percentagem de mudas doentes foi entdo
calculada para cada tratamento. Os dados coletados foram
submetidos a analise de variancia, as médias comparadas
pelos testes de Tukey (p<0,05) e as testemunhas foram
comparadas aos demais tratamentos utilizando-se o teste de
Dunnett (p<0,05).

Toxicidade direta dos produtos sobre M. perniciosa

Foram utilizados os produtos: i. produto comercial
Agro-Mos®; ii. Agro-Mos® Experimental, produto
especialmente formulado sem o ion Cu', cedidos pelo
proprio fabricante; iii. Recop® (Atar do Brasil Defensivos
Agricolas LTDA, 840 g.Kg' de oxicloreto de cobre
equivalente a 500 g.Kg' de cobre metalico) e iv. ASM.

O teste de crescimento micelial foi conduzido
em placa de Petri de 90 mm de didmetro, contendo meio
de cultura batata-dextrose-agar (BDA), ao qual foram
adicionados os seguintes tratamentos: i. Agro-Mos®, nas
doses de 0; 0,8906; 1,7813; 3,5625; 7,125; 14,25; 285 ¢
57,0 mL.L" do produto comercial (doses equivalentes a
0; 26,7; 53,4; 106,8; 213,6; 427,2; 854,4; 1708,8 ppm de
Cu™, respectivamente); ii. Agro-Mos® Experimental nas
doses de: 0; 0,89006; 1,7813; 3,5625; 7,125; 14,25; 28,5 ¢
57,0 mL.L" de produto; iii. Recop® nas doses de 0; 0,0554;
0,1107; 0,2214; 0,4429; 0,8857; 1,7714 ¢ 3,5429 gL'
(doses equivalentes a 0; 26,7; 53,4; 106,8; 213,6; 427,2;
854,4; 1708,8 ppm de Cu*’, respectivamente); iv. ASM nas
doses de: 0; 0,001; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0 e 2,0 gL' e
v. Testemunha absoluta, representada pelo meio de cultura
puro, sem adigdo de produto.

Foram depositados, no centro de cada placa, discos
de 6 mm do micélio do fungo M. perniciosa, retirados
da margem da colonia em crescimento. As placas foram
mantidas a 25+1°C, sob fotoperiodo de 12 horas. O
crescimento do didmetro micelial correspondente a média
de duas medidas diametralmente opostas da colonia fungica
foi medido a cada dois dias, até que a coldnia crescida na
testemunha absoluta ocupasse toda a placa, para o calculo
do indice de crescimento micelial (ICM) adaptado da
formula proposta por Maguire (1962). Além disso, foram
avaliadas também a porcentagem de inibi¢ao do crescimento
micelial, a concentragdo minima inibitoria (CMI), que é o
intervalo entre concentragdes do produto testado capaz de
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inibir totalmente o crescimento micelial do fungo e a DL_,
que ¢ a concentrag@o de ingrediente ativo capaz de inibir
50% do crescimento micelial. O experimento foi conduzido
no delineamento inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos ¢ oito repeticdes. Os dados coletados foram
submetidos a analise de variancia e analise de regressao.

Caracterizacao dos mecanismos bioquimicos envolvidos
na resposta de defesa de mudas de cacaueiro tratadas
com Agro-Mos®, Agro-Mos® Experimental e ASM

Neste experimento, foram avaliadas as atividades
das enzimas peroxidases de guaicol (POX; EC 1.11.1.7),
oxidases de polifenois (PPO; EC 1.10.3.2), quitinases
(CHI; EC 3.2.1.14), B-1,3-glucanases (GLU; EC 3.2.1.6)
e proteinas totais, nos tempos de 0, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 7,
7,25, 7,5, 8, 10 e 14 dias apods pulverizacao (DAP), ¢ os
teores de lignina soluvel e fendis soliveis totais nos tempos
de quatro, sete, 11 e 14 DAP, utilizando-se os tratamentos:
Agro-Mos® (10 mL.L"), Agro-Mos® Experimental (10
mL.L") e ASM (0,2 g.L") inoculados e ndo inoculados com
M. perniciosa, além de duas testemunhas: uma inoculada
com M. perniciosa ¢ outra absoluta (plantas pulverizadas
somente com agua).

Cada amostra de tecido vegetal coletada na regido
préoxima ao meristema apical foi acondicionada em papel
aluminio, identificada, congelada em nitrogénio liquido
e armazenada a -80°C. Para o preparo dos extratos
enzimaticos, cada amostra congelada foi pesada (2 g) e
triturada em nitrogénio liquido, com almofariz e pistilo,
até a obtengdo de um pod fino. Posteriormente, adicionou-
se o tampdo acetato de sodio 50 mM pH 5,2, durante
trés minutos (10 mL de tampao/g de amostra) sobre um
banho de gelo. O extrato obtido foi centrifugado (12.000 g
por 15 min) e o sobrenadante foi coletado em microtubos
e armazenado a -80°C, para posterior analise. Todos os
passos foram executados entre 0-4°C. Para a determinagao
da atividade especifica, a concentragdo de proteinas totais
foi determinada pelo método de Bradford (1976), ajustando-
se uma curva padrdo de albumina sérica bovina (BSA).

A atividade de peroxidases de guaiacol (POX) foi
determinada pela adi¢do de 10 pL do extrato enzimatico
ajustado para 2 mL de uma solugdo contendo 990 pL de
acetato de sodio 50 mM pH 5,2, 500 uL de guaiacol 20
mM e 500 pL de perdxido de hidrogénio 60 mM. Apds
incubagdo (30°C, por 10 minutos) a absorbancia foi medida
a 480 nm (Urbanek et al., 1991). A atividade de oxidases
de polifendis (PPO) foi determinada pela adigdo de 10 puL
do extrato enzimatico ajustado para 2 mL de uma solugdo
contendo 990 pL de tampao fosfato de potassio pH 6,5, 500
pL de catecol 20 mM e 500 pL de agua ultra-pura. Apds
incubagao (30°C, por 10 minutos) foi medido o acréscimo
da absorbancia a 410 nm (Gauillard et al., 1993).

A atividade de quitinases foi determinada pela
adi¢do de 100 pL do extrato enzimatico ajustado para 320
pL de uma solug@o contendo acetato de sodio 50 mM pH
5,2 ¢ 70 uL de CM-Chitin-RBV (2 mg. mL"), um substrato
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especifico para quitinases fornecido por Loewe Biochemica
GmbH, em microplacas de 96 cavidades, com volume de 350
pL por cavidade. Apds incubagdo a 35°C, por 80 minutos,
as misturas foram acidificadas com 50 pL de HCI 0,5N,
resfriadas em banho de gelo por 10 minutos e centrifugadas,
durante 10 minutos, a 1.450 g ¢ 4°C. Uma aliquota de 200
pL do sobrenadante de cada amostra foi transferida para
uma nova microplaca, para leitura em 492 nm em um leitor
EIA-compativel (Wirth & Wolf, 1990). A atividade da (-
1,3-glucanases foi medida seguindo modo analogo ao da
quitinase, apenas trocando o substrato para CM-Curdlan-
RBB (4 mg.mL"'; LOEWE Biochemica GmbH). Todas as
analises foram realizadas em triplicatas.

Para a determinag@o dos teores de lignina e fenois
soliveis totais, amostra de tecidos vegetais da regido
proxima ao meristema apical (2 g) foi triturada em nitrogénio
liquido, com almofariz e pistilo, até a obtengdo de um po
fino. Posteriormente, as amostras foram liofilizadas por
12 horas. Uma aliquota de 30 mg do material liofilizado
foi transferida para microtubo de 2 mL e homogeneizada
com 1,5 mL de metanol a 80% ¢ mantida sob agitac@o,
por 15 horas, em agitador rotativo, protegido da luz a
temperatura ambiente. A solugdo foi centrifugada a 12.000
g, por 5 minutos. O sobrenadante (extrato metandlico) foi
transferido para novo microtubo, com o qual se realizou a
determinag@o de fenois soltiveis totais, enquanto o residuo
solido foi utilizado para determinacéo de lignina soltvel.
A determinacdo destes teores de lignina foi realizada
utilizando-se acido tioglicdlico ¢ a determinacdo dos
teores de fenois soluveis totais foi realizada utilizando-se
metodologia descrita por Rodrigues et al. (2005). Para
os ensaios bioquimicos, foi utilizado o delineamento

experimental de blocos casualizados, com quatro blocos e
parcela experimental composta de trés mudas de cacaueiro
por parcela em cada coleta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Protecio de mudas de cacaueiro contra M. perniciosa
por mananoligossacarideo fosforilado, em funcio de
doses e épocas de aplicacio

Embora nao tenha ocorrido interagdo entre dose e
época de aplicag@o, houve diferenca significativa entre os
produtos testados. Aos 60 dias apos inoculagdo, o Agro-
Mos® proporcionou menor incidéncia da doenga, média
das duas épocas de aplicagdo, nas mudas de cacaueiro
(24,6%) comparado ao ASM (61,7%) (Tabela 1).
Pascholati & Leite (1995) relatam que a protecdo induzida
¢ dependente do intervalo de tempo entre o tratamento com
o indutor ¢ a subseqiiente inoculagdo da planta. Contudo,
o periodo entre a aplica¢do indutora ¢ a desafiadora difere
significativamente entre plantas. Espécies herbaceas como
tomateiro e pepineiro apresentam respostas de defesas
efetivas ativadas em um curto periodo (trés a sete dias),
quando induzidas pela aplicacdo de quimicos ou por
meio da pré-inoculagdo com patdgenos nao virulentos
(Benhamou & Bélanger, 1998). Em cacaueiro, este periodo
parece ser mais longo uma vez que, maior redugdo na
incidéncia da vassoura-de-bruxa em plantas pulverizadas
com ASM foi observada aos 30 dias antes da inoculagdo do
patdgeno (Resende et al., 2002). Porém, a ineficiéncia da
redugdo da incidéncia da vassoura-de-bruxa por ASM neste
trabalho, pode estar relacionada a alta pressdo de indculo
do patogeno (100.000 basidiosporos viaveis mL™'). Vale

TABELA 1 - Efeito do Agro-Mos® ¢ ASM na incidéncia da vassoura-de-bruxa em mudas de cacaueiro cv. Catongo, 60 dias apos
inoculagdo com Moniliophthora perniciosa, comparados com as testemunhas inoculadas aos 7 e 15 dias apds pulverizacao

Produtos Doses Pulveriza¢do (DAI) Incidéncia da doenca (%) Significancia
Agro-Mos” 2,5mL T 20,8 * *
Agro-Mos” 5,0 mL L 14,6 * *
Agro-Mos"” 10,0 mL ! 7 12,5 ¢ *
ASM 0,1gL" 60,0 ns ns
ASM 02gL! 60,4 ns ns
ASM 04gL! 64,6 ns ns
Agro-Mos® 2,5mL ! 37,5 ns ns
Agro—Mos® 5,0 mL L 39,6 ns ns
Agro-Mos” 10,0 mL ! 15 29,9 * *
ASM 01gL! 62,5 ns ns
ASM 02gL! 66,7 ns ns
ASM 04gL! 56,2 ns ns
Incidéncia (%) das testemunhas inoculadas 63,8 68,8
(7 DAP) (15 DAP)

DAL dias antes da inoculagdo; DAP: dias ap6s pulverizagdo; * = Significativo, pelo teste de Dunnett (p<0,05) na coluna quando comparados com

a testemunha inoculada ao 7 ou aos 15 DAP; ™ = ndo significativo.
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ressaltar, que naturalmente esta condi¢do ndo ¢ facilmente
encontrada. Por outro lado, a aplicagdo do Agro-Mos® 7
dias antes da inoculagdo com M. perniciosa foi suficiente
para reduzir a incidéncia da doenga, provavelmente devido
ao produto conter em sua formulagdo o sulfato de cobre, o
que promoveu agdo inibitoria do patogeno.

Pesquisas realizadas em outros patossistemas
comprovaram a eficiéncia do Agro-Mos® na protegdo contra
doengas. Cerca de 70% reduc¢do da incidéncia da antracnose
em frutos de mamoeiro foi obtida com a aplica¢ao de Agro-
Mos® (Dantas et al., 2004). Resultados semelhantes foram
obtidos na redugdo da severidade da antracnose nos frutos
de goiabeira (Soares Pessoa et al., 2007) ¢ na severidade
do mildio da videira (Rosa et al., 2007). O Agro-Mos®,
também aplicado aos sete dias antes da inoculagdo, foi
eficiente na redugdo da incidéncia em qualquer dose, mas,
quando aplicado 15 dias antes da inoculagdo, s6 reduziu a
incidéncia da vassoura-de-bruxa em mudas de cacaueiro na
maior dose de 10 mL.L"! (Tabela 1).

Toxicidade direta de produtos contendo
mananoligossacarideo fosforilado sobre M. perniciosa
Os produtos testados exerceram efeito diferenciado
sobre o indice de crescimento micelial (ICM) de M.
perniciosa (Figura 1). O Agro-Mos® Experimental
estimulou o crescimento do fungo até a dose de 7,125 mL.L-
! de produto comercial (Tabela 2), possivelmente, devido

4,0 Agro-Mos® Experimental

hd

ICM
»
=)

=-0,000486x 2+ 0,010096x + 3,188915
1,5 R2= 91,3

a sua composi¢do rica em agucares ¢ aminoacidos e pela
auséncia de Cu™ em sua formulagdo.

OAgro-Mos®eoRecop®apresentaramefeitoinibitorio
diretamente proporcional a dose. Para o ASM, as doses
testadas ndo foram suficientes para definir a concentragdo
minima inibitéria (CMI) pois a maior dose utilizada nao
promoveu inibigdo total do crescimento micelial, enquanto
que, para o Agro-Mos® o crescimento micelial do fungo foi
completamente inibido em dose superior a 3,6 mL.L" de
produto comercial e o Recop® em dose superior a 0,1 g.L"!
(Tabela 2). Possivelmente, a diferenga nestas respostas de
intervalo de concentragdo foi devido a fonte de Cu™ que,
no Agro-Mos®, ¢ o sulfato de cobre, enquanto no Recop® é
o oxicloreto de cobre. Conforme estes resultados pode-se
inferir que, provavelmente, houve efeito toxico do Agro-
Mos® sobre M. perniciosa, que pode ser atribuido a presenca
do cobre na sua composi¢do ¢ a auséncia do mesmo no
Agro-Mos® Experimental.

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

Na determinagdo da atividade enzimatica ¢ dos
teores de lignina soltvel e fendis soliveis totais, utilizou-
se a dose de 10 mL.L! do produto Agro-Mos® (com Cu*™)
por ter apresentado, tanto aos sete como aos 15 dias antes
da inoculagdo, menor incidéncia da vassoura-de-bruxa em

Agro-Mos®

*

| y = 0,0022x 2- 0,156097x + 1,911555
1 R? = 58,6**

4 4

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0

Concentragio (mL L'1)

4,0 ASM

3,

3,0, y = 0,935548x - 2,888746x + 2,403532
R2=91,32*

ICM

60,0 0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Concentragdo (mL L'1)

Recop®

4 y = 0,406400x? - 1,763668x + 1,275349
R2 =37,6**

0,0 0,5 1,0 1,5

Concentragio (g L")

2,0 0,0 1,0 2,0 3,0 4,0

Concentragio (g L")

FIGURA 1 - Efeito dos produtos e doses sobre o indice de crescimento micelial (ICM) de Moniliophthora perniciosa. Agro-Mos®
Experimental nas doses de: 0; 0,8906; 1,7813; 3,5625; 7,125; 14,25; 28,5 ¢ 57,0 mL de produto L' de solugdo; Agro-Mos® nas doses de:
0; 0,89006; 1,7813; 3,5625; 7,125; 14,25; 28,5 e 57,0 mL de produto L' de solu¢do; ASM nas doses de: 0; 0,001; 0,01; 0,05; 0,1;0,5; 1,0 e
2,0 g L' de solugdo e Recop® nas doses de: 0; 0,0554; 0,1107; 0,2214; 0,4429; 0,8857; 1,7714 € 3,5429 g de produto L de solugdo.
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mudas de cacaueiro. Além disso, foi utilizado também o
produto Agro-Mos® Experimental (sem Cu™) na mesma
dosagem.

A atividade de quitinases em mudas tratadas com
ASM foi 62% superior em relagdo a testemunha, 6 horas
apos pulverizagdo (0,25 dia apos pulverizagdo — d.a.p.)
com pico de atividade 92% maior, 24 horas (1 d.a.p.) apds
a pulverizagdo, mantendo-se superior a testemunha até
dois d.a.p. Aos oito d.a.p., 24 horas ap6s inocula¢do com
M. perniciosa, foi observado, em mudas tratadas com
ASM, inoculadas e ndo inoculadas, atividade de quitinases
cerca de 57% superior aquelas ndo tratadas, tanto para
mudas inoculadas como para ndo inoculadas (Figura 2A).
Incrementos na atividade de quitinases aos 8 d.a.p., em
mudas de cacaueiro tratadas com ASM (0,2 g.L!), também
foram observados por Resende et al. (2007). Ha relatos, na
literatura, em outros patossistemas, do aumento da atividade
de quitinases, proporcionado pelo ASM em pimentdo
— Phytophthora capsici (Baysal et al., 2005), cafeeiro
— Hemileia vastatrix (Guzzo et al., 2004) e tomateiro —
Xanthomonas vesicatoria (Cavalcanti et al., 2007).

Mudas tratadas com Agro-Mos® e Agro-Mos®
Experimental apresentaram atividade de quitinases
semelhantes a partir do sétimo dia apos a pulverizagio
(Figura 2). Em tratamento com Agro-Mos®, a atividade de
quitinases foi 101% maior que a testemunha, 24 horas (1
d.a.p.) apds a pulverizagdo. Seis horas ap6s inoculagdo (7,25
d.a.p.), essa atividade voltou a aumentar, tanto em mudas
inoculadas como nao inoculadas, com pico de atividade em
torno de 120% em relagdo as testemunhas, 24 horas apos
a inoculag@o (8 d.a.p.) (Figura 2B). Em tratamento com o

Agro-Mos® Experimental, também foi observado aumento
na atividade desta enzima 6 horas apos pulverizagdo
(0,25 d.a.p.), pico aos quatro e oito d.a.p., de 55 ¢ 107%,
respectivamente, e maiores que a testemunha (Figura 2C).

A atividade de B-1,3-glucanases em mudas tratadas
com Agro-Mos® foi maior do que na testemunha absoluta,
até os quatro d.a.p., apresentando pico as 6 horas (0,25
d.a.p.), para o Agro-Mos®, enquanto, para o Agro-Mos®
Experimental, o pico de atividade ocorreu as 12 horas
(0,5 d.a.p.), com aumento na atividade de 162% e 102%,
respectivamente. Novos incrementos na atividade desta
enzima foram observados aos oito ¢ 14 d.a.p., ¢ um e sete
dias apods inoculagdo, respectivamente. (Figuras 2E-F).
O efeito da aplicagdo de Agro-Mos® sobre o aumento na
atividade de B-1,3-glucanases também ja foi verificado
em mamao, coincidindo com a redu¢do na incidéncia de
antracnose (Dantas et al., 2004).

Para a atividade de B-1,3-glucanases, observou-se
maior atividade dessa enzima nas mudas tratadas com ASM,
em relagd@o a testemunha a partir das seis horas (0,25 DAP)
até quatro d.a.p. Vinte e quatro horas apds a inoculagdo com
M. perniciosa (8 d.a.p.), a atividade voltou a aumentar, em
relagdo a testemunha, tanto para mudas inoculadas como
para n3o inoculadas, mantendo-se até 14 d.a.p. (Figura
2D). O aumento da atividade dessa enzima até o 14 d.a.p.
também foi observado por Cavalcanti et al. (2008), em
mudas de cacaueiro inoculadas e ndo inoculadas com
Verticillium dahliae Kleb. A ativagdo da f-1,3-glucanase
também foi obtida com tratamento com ASM em macieira,
pimentdo, tomateiro e cafeeiro (Brisset et al., 2000; Guzzo
et al., 2004; Baysal et al., 2005; Cavalcanti et al., 2007).

TABELA 2 - Porcentagem média da inibigdo do crescimento micelial (ICM) de Moniliophthora perniciosa, concentragdo minima
inibitéria (CMI) e concentragdo capaz de inibir 50 % do crescimento micelial (DL, ), em fungdo dos produtos e doses

Produtos ICM CMI DLsy
Concentraghes (mL pe L')° (mL pc L) (mLL")
0,8906 1,7813 3,5625 7,125 1425 285 57,0
Agr(}Mos®Zl 20,3 39,9 96,1 100 100 100 100 3,5625-7,125 2,96
Agro-Mos®® 0,3 -0,1 -1,0 22,9 0,7 7,0 18,2 >57 70,55
Experimental
ICM CMI DL50
Concentracdes (g pc L1)¢ (gpeL?) gL
0,0554 0,1107 02214  0,4429  0,8857 1,7714 3,5429
Recop® d 46,6 88,1 100 100 100 100 100 0,1107-0,2214 0,06
ICM CMI DLsy
Concentragdes (g ia L™) (gia L") (gL
0,001 0,01 0,05 0,1 0,5 1,0 2,0
ASM 7,4 11,4 22,5 333 59,6 75,0 79,2 >2 0,36

# = doses equivalentes a 26,7; 53,4; 106,8; 213,6; 427,2; 854,4 ¢ 1708,8 ppm de Cu™"; ®= valores negativos referem-se ao estimulo ao crescimento
do fungo M. perniciosa; °*= mL pc L ! - mililitro de produto comercial por litro; ¢= g ia L! - grama de ingrediente ativo por litro.
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FIGURA 2 A, B e C - atividades de quitinases (CHI) e D, E e F: de -1,3-glucanases (GLU), em mudas de cacaueiro cv. Catongo, ap6s
tratamentos com: acibenzolar-S-metil (ASM), Agro-Mos® e Agro-Mos® Experimental (Exp.), comparada com a testemunha. Setas indicam
inoculagdo com Moniliophthora perniciosa (MP), sete dias apos pulverizagdo. Barras de erros indicam erro padrao da média.

As quitinases ¢ as [-1,3-glucanases apresentam agdo
direta contra patégenos, degradando a parede celular, com
o objetivo de impedir o estabelecimento do patdogeno na
planta. Neste processo, polimeros de N-acetilglucosamina e
B-1,3-glucana, provenientes da parede celular de fungos ou
bactérias degradadas por estas enzimas, podem funcionar
como eliciadores e ativar outros mecanismos de defesa
(Okinaka et al., 1995).

Mudas tratadas com Agro-Mos® e ndo inoculadas
expressaram maior atividade de peroxidases um d.a.p.
(113% maior que a testemunha), enquanto que mudas
inoculadas apresentaram maiores atividades aos 7,25 e 10
d.a.p. (86 e 60%, respectivamente). A aplicagdo de Agro-
Mos® Experimental ndo proporcionou aumento significativo

Tropical Plant Pathology 35 (5) September - October 2010

da atividade de peroxidases nas mudas ndo inoculadas em
relacdo a testemunha. Em mudas inoculadas, verificou-
se aumento de 74% na atividade da enzima aos 10 d.a.p.
(Figura 3C).

As peroxidases de guaiacol em mudas tratadas com
ASM e ndo inoculadas apresentaram maiores atividades
aos 0,25, 7,25 ¢ oito d.a.p., correspondendo a 78%, 150%
e 83% em relagdo a testemunha, respectivamente, enquanto
que, em mudas inoculadas, a maior atividade desta
enzima ocorreu 6 horas (7,25 d.a.p.) apds a inoculagdo
com o patégeno (70%) (Figura 3A). As atividades de
peroxidases de guaiacol em mudas de cacaueiro foram
maiores nos tratamentos, em todo o intervalo estudado
(de 4 a 14 dias ap6s aplicagdo do produto), comparadas a
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da testemunha (Resende et al., 2007). As peroxidases de
plantas participam de diversos processos fisioldgicos,
dentre eles a formacgédo de lignina e sdo frequentemente
utilizadas como marcadores enzimaticos para os estudos
da resisténcia sistémica adquirida. A atividade desta
enzima ¢ frequentemente aumentada em resposta aos
estresses, ao ataque de patdégenos e aos tratamentos
com indutores, sendo a protegdo celular contra reagdes
oxidativas também uma das suas principais fung¢des
(Cakmak & Horst, 1991). Confirmando os resultados
do presente estudo, Pereira (2008), utilizando a técnica
de RT — qPCR, observou um aumento na expressao dos
genes que codificam peroxidases e quitinases em plantas
de cacau, devido a pulverizagdo de plantas de cacaueiro
com Agro-Mos® e ASM.

Com relag@o a atividade de oxidases de polifenois
das mudas tratadas com ASM e ndo inoculadas detectou-
se incremento de 63%, 57% ¢ 61%, aos 0,25, 2 ¢ 4 d.a.p.,
respectivamente em relagdo a testemunha ndo inoculada.
Aos 10 d.a.p., tanto mudas inoculadas como ndo inoculadas
apresentaram um pico desta enzima (Figura 3D). Nas
mudas pulverizadas com Agro-Mos® e nao inoculadas, foi
observada maiores atividades desta enzima aos 0,25, 2,4 e
7,25 d.a.p., enquanto que, em mudas inoculadas, o pico foi
observado somente aos 7,25 d.a.p. (Figura 3E). Para mudas
tratadas com Agro-Mos® Experimental, foi observado
maior aumento na atividade a partir da inoculagdo (7
d.a.p.), com pico aos 10 d.a.p. (Figura 3F). Oxidases de
polifendis representam um componente de resposta de
defesa, possivelmente mediada por seus produtos, tais
como quinonas oxidadas, algumas das quais podem inativar
enzimas pectoliticas produzidas por patdégenos e exibirem
atividade antimicrobiana (Leatham et al., 1980).

Os teores de lignina soltuvel e de fenois soluveis
totais em mudas tratadas com o ASM, Agro-Mos® e
Agro-Mos® Experimental ndo diferiram em relagdo aos
das testemunhas, em todas as épocas de avaliagdo (11
e 14 DAP) (Tabela 3). Resultado semelhante foi obtido
por Cavalcanti et al. (2008) em mudas de cacaueiro
inoculadas e ndo inoculadas com V. dahliae e tratadas
com ASM, que, aos 13 d.a.p., ndo apresentaram diferencgas
significativas em relacdo as testemunhas. Entretanto,
diferengas entre os tratamentos ASM e testemunha,
para estes compostos, foram observadas aos 18 d.a.p.
Possivelmente, o tempo de avaliagdo do presente estudo
ndo foi suficiente para detectar incremento de compostos
fenolicos induzidos pelos tratamentos ASM, Agro-Mos® ¢
Agro-Mos® Experimental. Além disso, o que se avaliou foi a
lignina total, correspondente a lignina induzida (acumulada
ao redor do ponto de penetrag@o do patdgeno, por exemplo)
e a lignina constitutiva (encontrada naturalmente na parede
celular dos tecidos vegetais) (Taiz & Zeiger, 2004; Agrios,
2005). Assim, certamente ndo foram detectadas diferengas
significativas entre os produtos testados e a testemunha,
neste e em outros trabalhos, pelo fato de a lignina induzida
ser uma pequena fracdo da lignina total.

Nas condi¢des experimentais adotadas, a redugdo
da incidéncia da vassoura-de-bruxa em mudas de cacaueiro
tratadas com Agro-Mos®, associada ao efeito toxico in
vitro deste produto sobre M. perniciosa ¢ ao aumento das
atividades de quitinases, B-1,3-glucanases, peroxidases de
guaiacol e oxidases de polifenois, evidencia que o Agro-
Mos®, possivelmente, atua duplamente sobre o patogeno,
por meio de um efeito direto de protegao e pela ativacao de
mecanismos de indugdo de resisténcia. A indicagdo desse
produto como indutor de resisténcia, ja testado em casa-

TABELA 3 - Teores de lignina solavel em acido tioglicolico (pg.mg' MS™) e de fendis soluveis totais (ug de catecol mg' MS™') em mudas
de cacaueiro cv. Catongo, apds tratamentos com: acibenzolar-S-metil (ASM), Agro-Mos® e Agro-Mos® Experimental, comparados com

a testemunha

Tratamentos Lignina sduvel em 4cido tioglicélico Fenéis soluveis totais
(ng mg'MS™) (ng de catecol mg' MS ™)
Dias apos pulverizacoes (DAP)
11 14 11 14

ASM 17,50 a 15,25 a 6,63a 3,96 a
ASM +MP 16,75 a 13,00 a 6,41a 5,81a
Agro—Mos® 1425 a 14,75 a 7,99 a 4,80 a
Agro-Mos@‘HL MP 14,75 a 17,50 a 737 a 477 a
Agro—Mos® Experimental 14,50 a 10,00 a 6,19a 4,72 a
Agro-Mos® Experimental +MP 15,00 a 12,25 a 6,14a 472 a
Testemunha 16,50 a 14,00 a 6,44 a 426 a
Testemunha +MP 15,00 a 11,25 a 6,72a 5,18a

+ MP: representa a inoculagdo com Moniliophthora perniciosa sete dias ap6s pulverizagdo (DAP) com respectivos tratamentos.
Colunas com as mesmas letras ndo apresentam diferencga significativa pelo teste de Scott-Knott (P=0,05).

pg mg "' MS -'= micrograma por miligrama de massa seca.

292

Tropical Plant Pathology 35 (5) September - October 2010



Indugdo de resisténcia em mudas de cacaueiro contra Moniliophthora perniciosa...

- 4000 A Peroxidases
B3
'E 300
o
> v
£ 2001
{ 1004
0 — —_—
=0=ASM =®=ASM + Mp
-8-Testemunha -l Testemunha + Mp
400 B
B3
£ 300
o
(=]
£ 200
¥ 100
—-Agro-Mos® - Agro-Mos® + Mp
==Testemunha - Testemunha + Mp
; 400- c
£
£ 3001
o
5 v
£ 200+
{ 100
0 02505 1 2 4 7 72575 8 10 14

Dias apo6s pulverizagao
-4 Agro-Mos® Exp. -4 Agro-Mos® Exp.+ Mp
T+ Testemunha -®Testemunha + Mp

Oxidases de polifendis

N
[3,]

_ D
£ 20-
£
o .
m15 *
%0'
<
< 51
== AS -2 ASM + Mp
+F Testemunha -& Testemunha + Mp
257
= 20,
£
o 15
315 ‘
.10
<
< 5;
==Agro-Mos® == Agro-Mos® + Mp14
=O=Testemunha =B Testemunha + Mp
25y
g 20
£ 15
o
> ¥
E 10
q°
0

0 0,25 0,5 1 2 4 7 72575 8 10 14
Dias apés pulverizagao

== Agro-Mos® Exp. =#=Agro-Mos® Exp.+ Mp
1F Testemunha - Testemunha + Mp

FIGURA3 A, B e C - Atividades de peroxidases de guaiacol (POX) e D, E ¢ F: de oxidases de polifendis (PPO), em mudas de cacaueiro cv.
Catongo, apds tratamentos com: acibenzolar-S-metil (ASM), Agro-Mos® e Agro-Mos® Experimental (Exp.) comparada com a testemunha.
Setas indicam inoculagdo com Moniliophthora perniciosa (MP), sete dias apos pulverizagdo. Barras de erros indicam erro padrio da

média.

de-vegetagdo, merece maiores estudos em condigdes de
campo, uma vez que ele possui potencial econdmico para o
controle da vassoura-de-bruxa, reduzindo, principalmente,
a freqliéncia da poda fitossanitaria e a dosagem e/ou o
numero de aplicagdes de fungicida no manejo integrado da
enfermidade.
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