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RESUMO - A inducdo de resisténcia ¢ uma alternativa ao uso de defensivos quimicos e
cultivares resistentes a quantificacdo de grdos de amido pode estar relacionada a esse processo,
com isso foi avaliada a presenca de graos de amido em plantas de cacaueiro infectadas pelo fungo
Ceratocystis cacaofunesta, causador da murcha-deceratocystis, e submetidas a tratamento com
diferentes doses e tipos de elicitores de resisténcia seguindo os seguintes tratamentos: glicose
(0,1M, 0,5M e 1M), sacarose (0,1M, 0,5M, 1M) e Acibenzolar-s-metilico (1ppm, 100ppm e
1000ppm), testemunha inoculada com o fungo e sem aplicacdo de elicitores e testemunha sem
inoculacdo do fungo e aplicacdo de elicitores. Uma semana ap0s a aplicacdo dos indutores de
resisténcia foi realizada a inoculacdo do fungo e a avaliacéo foi realizada até sessenta dias apds a
inoculagdo. Para isso foram retiradas amostras das plantas para a visualizacdo dos gréos de amido
em cada tratamento. Foram observados graos de amido em todos os tratamentos.

Palavras-chave: Theobrama cacao, fungo, murcha-de-ceratocystis.
INTRODUCAO

A murcha-de-Ceratocystis do cacaueiro é uma doenca causada pelo fungo Ceratocystis
cacofunesta. O patdgeno caracteriza-se por obstruir os vasos do xilema das plantas provocando
murcha das folhas e posteriormente a morte da planta devido a interrup¢do da passagem de seiva
pela mesma, (SILVA, MAGALHAES, 2014), além da obstrucdo do xilema pelas proprias
estruturas do fungo a planta passa a produzir tiloses, estruturas de defesa que blogueiam o xilema.

A inducéo de resisténcias em plantas vem sendo estudada com uma alternativa ao uso de
agentes quimicos e cultivares resistentes (KUHN, 2007), e € um método que consiste na ativacao
de mecanismos bioquimicos de resisténcia das plantas que podem ser induzidos por elicitores
bidticos ou abidticos entre eles estd o acibenzolar-S-metil (SILVA, PASCHOLATTI,
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BEDENDO, 2008). Esse método ja foi testado com sucesso em cacaueiro para controle da

vassoura-de-bruxa utilizando como elicitores a glicose, a sacarose e o acido salicilico em trabalho
realizado por Vieira e Valle (2006). Muitos sdo os mecanismos de defesa envolvidos na inducao
de resisténcia de planta podendo-se citar a peroxidase, B-1,3-glucanase, quitinase, fenilalanina
amonia-liase e polifenoloxidase (SILVA, PASCHOLATTI, BEDENDO, 2008).

Em relacdo a presenca de graos de amido, a visualizagdo dos mesmos € um método
microscOpico/macroscépico indireto para a deteccdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(STANGARLIN, et. al., 2010), que sdao moléculas produzidas durante o processo de
transformacdo do oxigénio molecular a &gua (MEHDY et al., 1996). Essas moléculas podem
impedir diretamente o crescimento do patogeno, fortalecer a parede celular e a membrana
plasmatica, por meio de ligacdes cruzadas com protéinas estruturais e pela peroxidacdo de
lipideos, respectivamente, além de regular genes de resisténcia da planta ou formar acido
jasmdnico que atua como mensageiro secundario devido a presenca do peroxido de hidrogénio
(DOKE et al., 1996).

Tendo em vista esses fatores esse trabalho visou avaliar a presenca de grdos de amido em
cacaueiros tratados com indutores de resisténcia e inoculados com Ceratocystis cacaofunesta, e
verificar se ha ligacdo da producdo deste mecanismo com a reacdo da planta aos indutores

utilizados.
MATERIAL E METODOS

Obtencdo e cultivo dos isolados de Ceratocystis cacaofunesta

Os isolados foram obtidos junto a pesquisadora Stela Dalva da CEPLAC (Comisséo
Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira) de Ilhéus-BA. O projeto foi desenvolvido na FCAT —
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas em Dracena -SP sendo os fungos cultivados em

meio MEA (malte, extrato de levedura e Agar) pelo periodo de 10 dias.
Cultivo das plantas de cacaueiro

Foram utilizadas sementes do cultivar Theobahia cedidas pela CEPLAC e plantadas em
vaso de 5 L com substrato Plantimax HT® dentro da casa de vegetacdo da FCAT em Dracena —
SP.
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Inducéo de Resisténcia

A aplicacéo dos elicitores de resisténcia foi realizada quando a planta apresentava seis
meses, sendo que em cada caule foi aplicada uma injecdo contendo 0,1 mL de solucdo nos
seguintes tratamentos: 0,1M de Glicose; 0,50M de Glicose; 1M de Glicose; 0,1M de Sacarose;
0,50M de Sacarose ; 1M de Sacarose; 1ppm de acibenzolars-metilico; 100ppm acibenzolar-s-
metilico; 1000ppm acibenzolar-s-metilico, além da testemunha inoculada com o fungo e da
inoculada apenas com MEA sem aplicagéo de elicitores.

A inoculacdo do fungo foi realizada seguindo o método de Silveira et.al. (2006),
apresentando algumas modificacdes. O primeiro passo foi a abertura de uma incisdo no caule da
planta aonde o ino6culo do fungo foi depositado entre o lenho e a casca através de um disco de
micélio. Posteriormente um algoddo umedecido com agua deionizada foi colocado ao redor da
inoculacédo e vedado com fita plastica. A inoculacéo foi realizada sete dias apos a aplicagcdo dos
indutores. As amostras foram avaliadas até 60 dias ap0s a inoculacdo. No total houve 11

tratamentos com 5 repeticdes cada.

Visualizacdo da presenca de amido

Fragmentos do caule das plantas de cada tratamento foram coletados e fixados em
“Karnovsky” e submetidos a desidratacdo em séries crescentes de concentragdao de etanol (40%,
50%, 70%, 90% — 10 minutos cada e 100% por trés vezes de 10 minutos). Posteriormente as
amostras foram infiltradas com uma mistura de etanol 100% com “Basic Resin” (v/v de 1:1)
durante 2 horas. Na sequéncia as amostras foram infiltradas somente com solu¢ao de “Basic
Resin” pura por 24 horas. Apds esse processo as amostras foram levadas a formas de silicone
preenchidas com historesina e “Basic Resin” pura, essas formas passaram por secagem a
temperatura ambiente dentro da capela. Apos total polimerizacdo das resinas as amostras foram
cortadas em micrétomo na espessura de 1um, colocadas em ladminas de vidro e coradas com lugol
(cora amido —solucdo de iodo a 05% acrescentada de iodeto de potassio a 1%) durante dois
minutos sobre os cortes, lavadas com agua corrente e secos em placas aquecidas. Ap0Os a coracao

as laminas foram visualizadas em microscépio Leica.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho foram similares com os resultados
demonstrados por Antonio et al. (2016), que observou que plantas de cacaueiro tratadas com
glicose e sacarose, apresentam, murcha e seca antes de 20 e 30 dias ap6s a inoculacéo,
respectivamente. E que os tratamentos com Acibenzolar-s-metilico a 1lppm as plantas
permaneceram vivas até o Ultimo dia de avaliagdo, que ocorreu 60 dias apds a inoculacao.

Foi observada a presenca de grédo de amido em todas as amostras (Figura 1 e 2). Apesar de
ndo se ter realizado nenhum metodo de quantificacdo do amido nas amostras analisadas, foi
possivel verificar visualmente que as plantas tratadas com Acibenzolar-s-metilico, principalmente
na concentracdo de 1ppm, apresentaram maiores quantidades de grdo de amido no tecido.

Segundo Antonio et al. (2016), o Acibenzolar-s-metilico mostrou bons resultados na
inducdo de resisténcia de plantas de cacaueiro a C. cacaofunesta, ja que as plantas tratadas com
este produto a 1 ppm ndo apresentaram morte até o dia de sua avaliagcdo. Deste modo ha duas
hipdteses associadas a visualizacdo de maiores quantidades de grdos de amidos nas plantas
tratadas com Acibenzolar-s-metilico. A primeira seria que houve maior acumulo de amido nas
células, ja que estas plantas sobreviveram por um periodo maior de tempo. A segunda hipotese, é
que este produto pode induzir um aumento na producdo de grdos amido pela planta devido ao
aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) induzidas pelos elicitores de resisténcia.

O incremento na quantidade de graos de amido em plantas pode estar relacionado tanto a
fatores bioticos ou abidticos como relatado por Benicci et.al.(2005), que citam que algumas
doencas como a ferrugem, mildio e fusariose causaram aumento na presenca de grdos de amido

nas plantas infectadas.

Botucatu

.43 Supplemen:  OUMmMa Phytopathologica

’ : > : . ISSN: 198M729
Februarv 2017 The Official Journal of Sao Paulo Plant Pathology Association



XL CONGRESSO PAULISTA DE FITOPATOLOGIA

Instituto Agronémico - Campinas, SP
7 a 9 de Fevereiro de 2017

Figura 1. Cortes histoldgicos realizados nas amostras das plantas tratadas com diferentes doses e
tipos de elicitores de resisténcia. Pontos escuros sdo os graos de amido. A, B e C:
glicose 0,1M, 0,5M e 1M, respectivamente; D, E e F: sacarose 0,1M, 0,5M, 1M,
respectivamente; G, H e I: Acibenzolar-s-metilico 1ppm, 100ppm e 1000ppm,
respectivamente.
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Figura 2. Cortes histoldgicos realizados nas plantas testemunhas. A direita planta,
somente inoculada com Ceratocystis, a esquerda planta inoculada com
um disco de meio de cultura, sem o fungo. Pontos escuros sao 0s graos
de amido.

CONCLUSAO
Todas as plantas apresentaram producéo de gréos de amido.
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