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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de extratos flingicos e vegetais na reducao da murcha-
de-verticilio do cacaueiro, as atividades da peroxidase e polifenoloxidase e o contetido de lignina. Mudas de
cacaueiro foram pulverizadas com filtrado de micélio de Rhizopus sp. (FMR), quitosana de Rhizopus sp. (QMR)
e Trichoderma sp. (QMT), extratos de casca in natura e seca de maracujd, extrato metandlico de casca seca de
frutos de maracuja (MMS) e acibenzolar-S-metil (ASM — 0.2 mg mL") e sete dias depois, submetidas a inocula¢do
de Verticillium dahliae. O ASM reduziu a murcha-de-verticilio em 38,0%, seguido dos extratos FMR, QMT,
MMS e QMR, que apresentaram reducdes em 22,8, 20,1, 19,2 e 15,7%, respectivamente, em relagdo a testemunha.
Plantas pulverizadas com ASM ou FMR seguidas de inocula¢do apresentaram aumento da atividade de peroxidase
aos oito dias apds a pulverizagdo, comparadas as respectivas testemunhas, com pico aos 18 dias apds a
pulverizacdo. ASM e FMR aumentaram a atividade de polifenoloxidase aos quatro dias apds a pulverizacao.
Maiores concentragdes de lignina foram obtidas em plantas tratadas com FMR e FMR seguido de inoculacao.
FMR € um potencial indutor de resisténcia para manejo de murcha-de-verticilio em cacaueiro.

Termos para indexagdo: Theobroma cacao, Verticillium dahliae, lignina, peroxidase, polifenoloxidase.

Activation of defence responses on cocoa against Verticillium wilt by natural
extracts and acibenzolar-S-methyl

Abstract — The objective of this work was to assess the potential of fungal and plant extracts on the reduction
of Verticillium wilt of cocoa, the activities of the enzymes peroxidase and polyphenoloxidase, as well as the
lignin content. Seedlings of cocoa were sprayed with the mycelial filtrate of Rhizopus sp. (FMR), chitosan from
Rhizopus sp. (QMR) and Trichoderma sp. (QMT), extracts of fresh and dry passion fruit peel, methanolic extract
from dry passion fruit peel (MMS) and acibenzolar-S-methyl (ASM —0.2 mg mL"') and, inoculed with Verticillium
dahliae, seven days later. ASM reduced the cocoa Verticillium wilt in 38.0%. The extract FMR, QMT, MMS and
QMR presented as well reductions of 22.8, 20.1, 19.2 and 15.7%, respectively, in comparison with the control.
Plants sprayed with ASM or FMR followed by inoculation presented increase of peroxidase activity at the 8" day
after spraying, compared to the respective controls, with peak at the 18" day after spraying. ASM and FMR
increased polyphenoloxidase activity at the 4™ day after spraying. Higher lignin concentrations were obtained in
plants treated with FMR and FMR following by inoculation. FMR may constitute a potential resistance inducer
for the management of the Verticillium wilt of cocoa.

Index terms: Theobroma cacao, Verticillium dahliae, lignin, peroxidase, polyphenoloxidase.

Introducao

Verticillium dahliae Kleb. é um fungo que possui
ampla gama de hospedeiros, causando sintomas foliares
(epinastia, murcha, amarelecimento e desfolha),
vasculares (acimulo de pigmentos fendlicos oxidados)
e declinio (definhamento e morte) (Hiemstra, 1998). Em

cacaueiro (Theobroma cacao L.), o patégeno constitui-
se num fator limitante a produgdo em algumas regides
produtoras da Bahia e Espirito Santo, principalmente em
condicdes de deficiéncia hidrica, com veranicos
prolongados (Luz et al., 1997).

O controle da doenca pode ser alcancado por meio
da utilizacdo de resisténcia genética associada a medidas
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culturais, tais como a utilizacdo de mudas sadias,
eliminagdo de restos culturais infectados, adubacdo
equilibrada, irrigacdo adequada e aplicacio de fungicidas
sistémicos, embora o uso destes produtos possa ser
invidvel, ja que o fungo sobrevive em restos vegetais ou
no solo, na forma de microesclerédios, por periodos
prolongados (Goud, 2003). Apesar de a resisténcia
genética ser desejdvel, material genético com nivel
satisfatério de resisténcia ainda ndo estd disponivel,
embora a cv. Pound 7 tenha se destacado em ensaios
de “screening” visando a resisténcia a doenca (Braga
& Silva, 1989).

Ao se considerar a necessidade de desenvolver novas
alternativas de controle como parte do manejo integrado,
que venham a minimizar o impacto ao ambiente e ao
homem, a resisténcia induzida pode ser usada, uma vez
que pode ser obtida pela utilizacao de produtos naturais,
de origem fingica ou vegetal. A resisténcia induzida
apresenta mecanismos de a¢do nao especificos, de amplo
espectro, como resposta ao ataque de diversos patégenos
(Oliveiraet al., 1997).

Diversos trabalhos enfatizam a existéncia de
substdncias bioativas em extratos vegetais, que
proporcionam a ativacdo do sistema de defesa das
plantas contra patégenos, tais como: Phoma sp. (Barguil
et al., 2005), Cercospora coffeicola Berk & Cooke
(Santos et al., 2007) e Hemileia vastatrix Berk & Br
em cafeeiro (Santos et al., 2007), além de Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria (Doidge) Dye em tomateiro
(Cavalcanti et al., 20006).

Eliciadores de origem fingica também tém sido
utilizados na ativacdo de defesas de plantas, como
exemplo, a quitosana. Quando aplicada em folhas de
varias espécies de plantas, induz resisténcia local e
sistémica contra infec¢des causadas por vérios virus,
entre eles os virus-do-mosaico-da-alfafa e do fumo
(Pospieszny et al., 1991). A capacidade da quitosana
induzir respostas de defesa tem sido demonstrada em
vérias espécies de plantas, principalmente dicotiledoneas,
por meio da formagao de caloses e eliciacao da produgao
de perdxido de hidrogénio, aumentando a transcricao/
traducdo de genes de defesa da planta que codificam
proteinas relacionadas a patogénese e producdo de
fitoalexinas (Kauss et al., 1997).

Cavalcanti et al. (2006), ao tratar plantas de tomateiro
com quitosana obtida de micélio de Crinipellis
perniciosa (Stahel) Singer (MCp), quatro dias antes da
inoculagdo de X. campestris pv. vesicatoria, obtiveram
reducdo de 42,3% da mancha-bacteriana em casa de
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vegetacdo. A resisténcia induzida em plantas tratadas
com MCp, segundo os autores, pode ser evidenciada
pelos altos picos de atividades das enzimas relacionadas
com a defesa, tais como peroxidase, polifenoloxidase,
quitinase, além de proporcionar maiores concentragcoes
de lignina e de outros compostos fendlicos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo de extratos
fingicos e vegetais na redu¢do da murcha-de-verticilio
em mudas de cacaueiro e na atividade das enzimas de
defesa, peroxidase e polifenoloxidase, assim como na
lignificag@o.

Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no primeiro
semestre de 2005, na Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG. Para a realizac¢do dos experimentos, foram
obtidos, inicialmente, trés extratos de origem fiingica e
trés de origem vegetal, produzidos conforme a
metodologia descrita a seguir.

Filtrado de micélio de Rhizopus sp. (FMR): trés discos
de micélio de 6 mm de didmetro foram retirados das
margens de uma coldnia de Rhizopus sp. e transferidos
para erlenmeyers esterilizados de 250 mL, contendo
150 mL de meio BD (200 g de batata e 20 g de dextrose
por litro de dgua destilada). Os erlenmeyers foram
dispostos em agitador orbital, a 100 rpm em condicdes
de temperatura ambiente. Depois de quatro dias, a
biomassa obtida foi filtrada a vdcuo em funil de Buchner
acoplado a um Kitazato utilizando papel Whatman, o
que permitiu a separacio da biomassa do meio liquido.
A biomassa foi lavada, ressuspensa em 200 mL de dgua
destilada, transferida para um balao volumétrico de 1,0 L
de capacidade, e submetida a um tratamento térmico a
100°C durante uma hora em refluxo. Apds o
resfriamento, o micélio foi novamente filtrado sob
condicdes assépticas e a fase liquida coletada e
acondicionada em freezer a -20°C para uso posterior.

Quitosana de micélio de Rhizopus sp. (QMR): fracdes
heterogéneas de quitosana provenientes de micélio de
Rhizopus sp., obtidas durante a segunda filtracdo de
micélio de Rhizopus sp., foram separadas e secadas ao
ar, sob condig¢des refrigeradas e assépticas. Em seguida,
foram submetidas ao procedimento para extracdao de
quitosana descrito por Synowiecki & Al-Khateeb (1997),
em que 20 g de massa fungica foram misturados a uma
solucdo de hidréxido de sédio na proporcao 1:30 (p/v) e
tratados termicamente, por 2 horas, a 90°C, para
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desproteinizacdo. O material foi centrifugado a 4.000 g
por 15 min e o sobrenadante descartado. O precipitado
foi lavado até o equilibrio do pH em 7,0 e, em seguida,
pesado e misturado em uma solug¢do de dcido acético
10% na proporg¢do de 1:40 (p/v). O sistema foi mantido
a 60°C por 6 horas para o amolecimento e extracdo de
quitosana. O material foi novamente filtrado e lavado
até o equilibrio em pH 7,0. A biomassa foi transferida
para um misturador, adicionando-se dgua destilada na
propor¢do de 1:5 (p/v), onde permaneceu, sob condi¢io
de desintegracdo, até a obtencdo de uma suspensdo
finamente dividida. A amostra foi entdo acondicionada
em freezer a -20°C para uso posterior.

Quitosana de micélio de Trichoderma sp. (QMT): a
fracdo quitosana de Trichoderma sp. foi calculada
conforme a metodologia utilizada para obtencdo do
QMR.

Extrato aquoso de casca de maracujd in natura
(CMN): frutos de maracuja (Passiflora edulis Sims)
foram previamente selecionados, lavados e despolpados.
Em seguida, 500 g de casca fresca foram picados em
cubos de 0,5 cm? e ressuspensos em 0,5 L de dgua
destilada. O conjunto foi submetido ao tratamento
térmico a 100°C por 2 horas sob refluxo e, apds o
resfriamento, o extrato foi filtrado em gaze e o residuo
descartado. O filtrado foi armazenado em freezer a -20°C
para uso posterior.

Extrato aquoso de casca de maracujd seca (CMS):
cascas de frutos de maracuji obtidas anteriormente
foram secadas em estufa a 60°C por 48 horas e moidas
até a obtencdo de uma fracdo bem fina (pd). Foram
adicionados 7,67 g da fracdo e 100 mL de 4gua destilada
em cada erlenmeyer de 250 mL. Os erlenmeyers foram
dispostos em um agitador orbital, onde permaneceram,
sob agitacdo a 130 rpm, a temperatura ambiente por
3 horas. Ap6s este periodo, foi realizada a filtragem a
vdcuo e o extrato foi armazenado em freezer a -20°C
para uso posterior.

Extrato metandlico de casca de maracuji seca
(MMS): 200 g da frac@o obtida anteriormente foram
ressuspensos em metanol (quantidade suficiente para
cobrir a fracdo), tendo permanecido em repouso por
24 horas. Em seguida, foi realizada a filtracdo para a
coleta do extrato e o residuo foi submetido a uma nova
extracdo por mais 24 horas. Os extratos coletados foram
transferidos para baldes volumétricos de 250 mL e
submetidos a evaporacdo do solvente em roto-
evaporador a 50 rpm e temperatura de 30°C.
O precipitado foi ressuspenso em 30 mL de dgua

destilada, homogeneizado e armazenado em freezer a
-20°C para uso posterior. O extrato foi diluido em dgua
na proporg¢do de 1:40 antes de ser utilizado.

Na producdo de mudas de cacau a serem utilizadas,
sementes da cultivar EEG 64, suscetiveis a V. dahliae,
foram pré-germinadas em vermiculita e transplantadas
para sacos de polietileno de 3 L com substrato composto
de solo, areia e esterco bovino (2:1:1). Na producao de
mudas a serem utilizadas nos ensaios bioquimicos,
sementes pré-germinadas da mesma cultivar foram
transplantadas para bandejas de isopor com o substrato
Plantmax HT (0,4 L por célula), ao qual foi adicionada
solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) até a
formacdo do segundo par de folhas verdadeiras.
As mudas de cacau foram mantidas em casa de
vegetacdo durante todo o periodo experimental, em
temperatura de 25+3°C e umidade relativa do ar em
torno de 80%. As mudas foram controladas por um
sistema automatizado de nebulizacdo e irrigadas
diariamente.

Na inoculacdo do fungo, foi utilizado um isolado
cultivado em meio BDA durante 25 dias, a 25+1°C, sob
fotoperiodo de 12 horas. O in6culo foi obtido pela adi¢ao
de 20 mL de 4gua destilada por placa, seguido da
raspagem da colonia. A suspensao obtida foi filtrada em
gaze e sua concentracdo ajustada, em hemocitdometro,
para 1,0x103 esporos vidveis por mililitro.

Na avaliacdo do efeito dos extratos sobre a severidade
da murcha-de-verticilio, mudas com 50 dias de idade foram
pulverizadas com os extratos flingicos e vegetais, até o
ponto de escorrimento. Como testemunhas, foram mantidas
plantas somente com indculos, além de um tratamento-
padrao de indugdo de resisténcia em cacau, utilizando-se o
acibenzolar-S-metil (ASM —0,2 mg mL!). Sete dias apds
a aplicacdo, as plantas receberam in6culos de V. dahliae
por meio de puncdo no caule, utilizando-se seringas e agulhas
estéreis, conforme método descrito por Bugbee & Presley
(1967). Uma gota de 10 pL da suspensio de esporos foi
utilizada na inoculag@o em cada planta e a 4gua, inserida
logo acima do né cotiledonar até atingir o lenho.
As testemunhas absolutas foram injetadas apenas com
dguadestilada. O delineamento experimental foi de blocos
casualizados, com trés repeti¢des e as parcelas, compostas
por 14 plantas. Avaliacdes dos experimentos foram
realizadas aos 20, 30, 40, 50 e 60 dias apds a inoculacio,
utilizando-se uma escala de notas variando de 0 (zero)
a 4, descrita por Sidhu & Webster (1977), em que
0 corresponde a auséncia de sintomas e 4 corresponde
a plantas mortas. As notas foram transformadas em
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niveis de severidade utilizando-se o indice de Mckinney
(1923), tendo sido calculada a drea abaixo da curva de
progresso da severidade da doenca (AACPSD), de
acordo com Shaner & Finney (1977). Os niveis de
controle foram estimados pela relacdo 1-x/y, em que
x representa a AACPSD das plantas tratadas, e
y representa a AACPSD dos controles com inoculagdo
(Lietal., 1996).

Na determinacdo das enzimas peroxidase e
polifenoloxidase, e do acimulo de lignina nos tecidos,
foram selecionados dois tratamentos com maior eficicia
no controle da doenca em casa de vegetacao, no caso,
filtrado do micélio de Rhizopus sp. (FMR) e o
tratamento-padrao, utilizando-se acibenzolar-S-metil
(ASM). O experimento constituiu-se dos seguintes
tratamentos: FMR; FMR seguido de inoculagio;
ASM 0,2 mg mL-'; ASM 0,2 mg mL-! seguido de
inoculagdo; testemunha, somente com inoculagao.
Plantulas com 30 dias de idade foram pulverizadas até
o ponto de escorrimento e, apds quatro dias, submetidas
a inoculacdo conforme método descrito por Bugbee &
Presley (1967). O delineamento utilizado foi o de blocos
casualizados, com trés repeticdes e parcelas compostas
de duas plantas.

Amostras utilizadas na quantificacdo de proteinas totais
e atividade das enzimas peroxidase e polifenoloxidase foram
coletadas aos 4, 8, 13 e 18 dias ap6s a aplicacdo dos
tratamentos, coletando-se o epicdtilo das mudas.
Por ocasido da udltima amostragem, foram entdo
coletadas folhas para a quantificacdo de ligninas totais.
Imediatamente apds cada coleta, as folhas foram
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C
até o momento da maceracdo. Na quantificacdo de
proteinas totais e atividade de peroxidases e
polifenoloxidases, 1,5 g do epicétilo das plantulas de cada
tratamento foi macerado em almofariz com tampao
acetato de sédio 50 mM, pH 5,2, com cloreto de sédio
0,5 M e 4cido citrico 0,4%, durante 5 min em banho de
gelo. Em seguida, a mistura foi filtrada em pano de trama
fina e a suspensio foi centrifugada a 4.000 g por 15 min,
a 4°C. O sobrenadante coletado para ser usado como
fonte enzimatica foi mantido a -80°C até o momento
das andlises.

As protefnas soldveis contidas nos extratos foram
aferidas pelo ensaio de Bradford (1976), utilizando-se
um padrdo de albumina sérica bovina (BSA).
As atividades de peroxidase e polifenoloxidase foram
determinadas de acordo com o método de Kar & Mishra
(1976), utilizando-se, respectivamente, guaiacol na
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presenca de peréxido de hidrogénio, e pirocatecol na
auséncia de peréxido de hidrogénio, tendo os resultados
expressos em unidade de atividade enzimética por
miligrama de proteina por minuto. A quantificacio de
lignina foi determinada por meio do ensaio com dcido
tioglicdlico (Monties, 1989), com base em uma curva-
padrdo construida com diferentes concentracdes de
lignina-padrao (alkali, 2-hidroxipropil éter). Os resultados
foram expressos em miligramas de lignina por grama de
matéria fresca.

Paralelamente, foi realizado um ensaio in vitro, com o
objetivo de examinar o potencial da inibi¢ao dos extratos
e do ASM sobre a germinagao de esporos de V. dahliae.
Os extratos foram testados nas mesmas concentragdes
usadas nos testes in vivo, utilizando-se dgua destilada
esterilizada como testemunha. O ensaio foi conduzido
obedecendo a um delineamento inteiramente casualizado,
com seis repetigoes, utilizando-se laminas escavadas com
trés cavidades, onde foram depositados, além de 40 pL.
de uma suspensao de conidios (1,0x105 conidios mL-1),
40 pL de cada extrato. As laminas foram incubadas em
ambiente saturado de dgua a 25°C, em fotoperiodo de
12 horas, e as avaliacdes efetuadas 24 horas apds,
utilizando-se um microscépio de luz.

Estatistica descritiva, andlise de variancia e teste de
Scott-Knot, a 5% de probabilidade, foram realizados
como auxilio do SISVAR (Ferreira, 2000).

Resultados e Discussao

No experimento realizado em casa de vegetacao, todos
os tratamentos reduziram a severidade da murcha-de-
verticilio em relacdo a testemunha, exceto o extrato
aquoso de casca de maracujd seca (CMS) e o extrato
aquoso de casca de maracujd in natura (CMN)
(Figura 1). De maneira geral, plantas pulverizadas com
as substancias testadas atingiram valores maximos de
incidéncia e severidade da doenca aos 40 e 60 dias ap6s
inoculacdo de V. dahliae. Os melhores resultados quanto
a reducdo da severidade foram obtidos em plantas
pulverizadas com ASM, previamente a inoculacido de
V. dahliae, o que proporcionou uma protecao de 38,0%
ao final das avaliacgdes.

O filtrado de micélio de Rhizopus sp. (FMR)
apresentou reducao da severidade da doenca em 22,8%
ao final das avaliacdes, entretanto, sem diferir
estatisticamente do extrato de quitosana de micélio de
Trichoderma sp. (QMT), extrato metandlico de casca
de maracuja seca (MMS) e do extrato de quitosana de
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micélio de Rhizopus sp. (QMR), que apresentaram
reducdes da severidade em 20,1, 19,2 e 15,7% em
relacdo a testemunha. Resultados semelhantes foram
obtidos por Resende et al. (2002), em plantas de cacau
tratadas com ASM aos 15 e 7 dias antes da inoculacdo
de V. dahliae, as quais apresentaram reducdo da murcha
em 55 e 18%, respectivamente.

Segundo Kic (2001), indutores de resisténcia
sensu stricto nao atuam diretamente sobre o patégeno.
Contudo, nos indutores lato sensu podem atuar tanto
induzindo resisténcia como afetando diretamente o
patégeno (Hofgaard et al., 2005). O filtrado de micélio
de Rhizopus sp. e o extrato aquoso de casca de maracuja
seca apresentaram 100 e 97,2% de inibicdo da
germinacdo, ao passo que o extrato aquoso de casca de
maracujd in natura apresentou inibicdo de 86,8%.

20

Redugao da severidade (%)

10 7

0 T T T T T T T
ASM FMR OQMT MMS QMR CMS CMN TES

Tratamentos

Figura 1. Reducao da severidade da murcha-de-verticilio aos
60 dias apds inoculacdo de Verticillium dahliae em mudas
de cacaueiro, cultivar EEG 64, tratadas com: ASM, acibenzolar-
S-metil (0,2 g L'1); FMR, filtrado de micélio de Rhizopus sp.;
QMT, quitosana de micélio de Trichoderma sp.; MMS, extrato
metandlico de casca de maracujd seca; QMR, quitosana de
micélio de Rhizopus sp.; CMS, extrato aquoso de casca de
maracuja seca; CMN, extrato aquoso de casca de maracujd in
natura; e TES, testemunha. As substancias testadas foram
pulverizadas nas folhas 50 dias apds o plantio, e as plantas
submetidas a inoculagdo sete dias apds a pulverizagio.
As reducgdes da severidade foram obtidas a partir das
AACPSD, apés cinco avaliacdes (testemunha = 0% de
protecdo). Colunas com letras iguais ndo diferem entre si, de
acordo com o teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Os tratamentos constituidos de fragdes de quitosana de
Trichoderma sp. e Rhizopus sp. ndo diferiram entre si,
tendo apresentado inibi¢des de 70,1 e 70%,
respectivamente, em relagdo a testemunha. Os tratamentos
que apresentaram as menores inibi¢des foram: o extrato
metandlico de casca de maracuja seca e ASM, com
58,2 e 50,6% de inibi¢do. Conforme dados obtidos no
ensaio realizado in vitro, todos os tratamentos
apresentaram inibicdo da germinacdo de esporos de
V. dahliae.

Agentes bidticos, quer sejam microrganismos viaveis
ou inativados, podem ativar mecanismos de defesa da
planta (Stangarlin & Pascholati, 1994). Pacumbaba et al.
(1999) demonstraram que lixiviados obtidos a partir de
cultivo de Lentinula edodes (cogumelo shiitake), em
meio liquido, reduziram as murchas-bacterianas do
tomateiro e do feijoeiro causadas, respectivamente, por
Ralstonia solanacearum (Smith) Smith e Clavibacter
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. O lixiviado também
apresentou atividade inibitdria in vitro sobre bactérias
fitopatogénicas, o que leva a crer que o controle pode
ter ocorrido por antibiose. Algumas dessas moléculas
naturais utilizadas como indutores de resisténcia em
plantas sdo geralmente oligossacarideos da parede
celular de patégenos, como glucanas, derivados de
quitina, glicoproteinas, peptideos e polissacarideos da
parede celular (Hann, 1996).

Paralelamente a reducdo da severidade da murcha-
de-verticilio, promovida por ASM e pelo filtrado de
micélio de Rhizopus sp., houve aumento relativo das
atividades das enzimas peroxidase e polifenoloxidase
(Figura 2). Plantas pulverizadas com ASM, adotado
como padrio de inducdo de resisténcia, apresentaram
picos de atividade de peroxidase aos oito dias apds a
pulverizagdao (DAP), com reducdo de atividade aos 13
e 18 DAP, porém ainda com atividade superior aos
controles aos 13 DAP (Figura 2 A). Plantas
testemunhas, somente com inoculacdo do patdgeno,
apresentaram pico de atividade de peroxidase somente
aos 18 DAP. Esse comportamento demonstra que a
inoculacdo por meio de puncdo no caule, por si s6,
também promoveu aumento na atividade de peroxidase,
0 que pode ser uma resposta da planta ao ferimento.
Plantas pulverizadas com filtrado de micélio de
Rhizopus sp., e com inoculacdo do patdgeno,
apresentaram pico de atividade dessa enzima aos 8 DAP,
tendo diferido do tratamento-controle seguido de
inoculagdo e, voltado a atingir um novo pico, juntamente
com o controle com inoculacio aos 18 DAP (Figura 2 B).
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A atividade de peroxidase tem sido associada a uma
variedade de processos relacionados a defesa em
plantas, até mesmo reagdes de hipersensibilidade,
lignificacdo e suberizacdo (Silva et al., 2007). Di Piero
& Pascholati (2004) observaram picos de atividade de
peroxidase aos 9 e 12 DAP, respectivamente, em plantas
de pepino tratadas com extratos aquosos de L. edodes
e desafiadas por Colletotrichum lagenarium (Pass.)
Ellis & Halst.

Em relacdo a enzima polifenoloxidase em plantas
tratadas com ASM, e com filtrado de micélio de
Rhizopus sp., foram observados picos de atividade logo
aos 4 DAP, o que diferiu das plantas testemunhas sem
inoculacdo, que apresentaram atividades mais baixas
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(Figura 2 C e D). Todos os tratamentos avaliados
apresentaram atividades reduzidas aos 8 DAP,
mantendo-se estdveis até aos 18 DAP, ndo tendo
apresentado, entretanto, diferencas das testemunhas.
Silva (2007), ao testar extratos aquosos de Agaricus
blazei e ASM (0,05 mg mL!) em plantas de berinjela
contra R. solanacearum, obteve aumento na atividade
de peroxidase para ambos, aos 7 e 12 DAP,
respectivamente. Entretanto, ndo encontrou qualquer
atividade da enzima polifenoloxidase em plantas tratadas
com ASM, embora em plantas tratadas com extrato
aquoso de A. blazei tenha sido detectada aos 7 DAP.
Silva et al. (2007), por sua vez, observaram aumento
significativo na atividade de peroxidase em plantas de
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Figura 2. Atividade de peroxidases e polifenoloxidases (UA por mg de proteina por min) em epicétilos de plantulas de cacaueiro,
cultivar EEG 64, aos 4, 8, 13 e 18 dias apds pulverizacdo. A e C: plantas com 30 dias foram pulverizadas com ASM (acibenzolar-
S-metil — 0,2 g L'1); B e D: plantas com 30 dias foram pulverizadas com FMR (filtrado de micélio de Rhizopus sp.) €, apos
quatro dias submetidas a inoculacdo de Verticillium dahliae (+ Vd). TES: testemunha. Barras de erros indicam desvio-padrao

da média.
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tomateiro tratadas com ASM (0,05 mg mL!), porém sem
inoculacdo de R. solanacearum. Extratos aquosos de
L. edodes e A. blazei também apresentaram aumento
de atividade de peroxidase aos 3, 7 e 12 DAP.
Em relagdo a polifenoloxidase, plantas tratadas somente
com esses extratos apresentaram atividades superiores
as respectivas testemunhas, aos 3, 7 e 12 DAP.

Em relagao as concentragdes de lignina dcido-soltivel
total, plantas tratadas com filtrado de micélio de
Rhizopus sp. e as tratadas e com inoculacdo de
V. dahliae apresentaram maiores concentragdes em
relacdo aos demais tratamentos, seguido de plantas
tratadas com ASM, tratamento com ASM seguido de
inoculacdo e testemunha com inoculacdo (Figura 3).
Todos os tratamentos apresentaram concentra¢des de
lignina superiores a testemunha. Tratamentos seguidos
de inoculagdo apresentaram pequenos incrementos de
lignina em relag@o aos sem inoculag@o. Tal fendmeno
pode ter ocorrido em virtude do reconhecimento do
patégeno pelo hospedeiro. Segundo Kic (2001), a

12 b b

Lignina

TES TES + ASM ASM
vd +Vd
Tratamentos

FMR FMR

+Vd

Figura 3. Concentracdo de lignina acido-solivel total
(miligramas por grama de matéria fresca) em epicdétilos de
plantulas de cacaueiro, cultivar EEG 64, aos 18 dias apds
pulverizagdo com: ASM, acibenzolar-S-metil (0,2 g L1);
e FMR, filtrado de micélio de Rhizopus sp. Apds quatro dias
das pulverizagdes, as plantas foram submetidas a inoculagio
de Verticillium dahliae (+ Vd). TES: testemunha. Colunas com
letras iguais ndo diferem entre si, de acordo com o teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

lignificag@o da parede celular € caracterizada como uma
das reacdes desencadeadas pelo sistema de defesa da
planta no sentido de impedir a penetrag@o ou restringir a
colonizacgao dos tecidos por patégenos.

Diante dos resultados obtidos, pode-se sugerir que o
controle da murcha-de-verticilio com filtrado de micélio
de Rhizopus sp. deve-se ao efeito téxico direto deste e
também ao efeito de inducgdo de resisténcia em plantas
de cacaueiro. Apesar de o extrato ter apresentado efeito
direto sobre o patdgeno, ele também propiciou aumento
na atividade de peroxidase, polifenoloxidase e acimulo
de lignina.

Conclusoes

1. Acibenzolar-S-metil, filtrado de micélio de
Rhizopus sp., extrato de quitosana de micélio de
Trichoderma sp., extrato metandlico de casca de
maracujd seca e extrato de quitosana de micélio de
Rhizopus sp. conferem capacidade parcial de protecao
em plantas de cacaueiro desafiadas por Verticillium
dahliae.

2. Acibenzolar-S-metil e filtrado de micélio de
Rhizopus sp. sdo capazes de promover aumento na
atividade de enzimas (peroxidase e polifenoloxidase)
relacionadas a patogénese e ao acimulo de lignina em
epicoétilo de plantulas de cacaueiro.
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