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RESUMO

A vassoura-de-bruxa, doença de grande importância econômica na cacauicultura, é causada pelo fungo hemibiotrófico denominado Crinipellis perniciosa. Na Amazônia Brasileira, já se constatou queda na produção de cacau, de até 40 % (Medeiros, 1974). Quando não controlada, ela atinge níveis epidêmicos, culminando com perdas de produção que podem alcançar até 90 %, inviabilizando a exploração do cultivo (Evans e Bastos, 1979). Na natureza, apesar da resistência dos vegetais às enfermidades ser a realidade predominante, ocorrem situações onde o patógeno vence as barreiras de defesa da planta e promove a doença. O trabalho objetivou investigar o efeito de doses crescentes de glucose, nos teores de amido e açúcares redutores em folhas dos clones SCA 6 e UF 613 inoculados com C. perniciosa e verificar possíveis interações com mecanismos de resistência. O experimento foi conduzido no CEPEC/CEPLAC, região sudeste da Bahia, utilizando-se plântulas dos clones de Theobroma cacao SCA 6 e UF 613, resistente e susceptível à vassoura-de-bruxa respectivamente. Aos 60 dias após a enxertia, submeteu-se as mudas às soluções de glucose a 0,0; 0,15; 0,25 e 0,35 mol/L. Após 24 h, as plantas foram submetidas à inoculação, através da pulverização foliar, com suspensão de esporos de C. perniciosa pelo método de Frias (1995) adaptado. A coleta das amostras para a determinação do amido e açúcares redutores foi realizada nos períodos  “tempo 0” (sala de inoculação), 4, 8, 12, 16, 20 e 24 h após a inoculação (câmara úmida). Com relação aos teores de amido, verificou-se, no tratamento sem glucose, uma queda em relação ao controle no SCA 6, nas coletas realizadas às 16, 20 e 24 h e no UF 613 às 12, 16, 20 e 24 h após a inoculação. Houve um decréscimo nos teores de amido na coleta efetuada 24 h após a inoculação em relação à coleta efetuada no tempo “0” em todos os tratamentos, sendo que nos tratamentos do SCA 6 foram maiores. Observou-se sempre, decréscimos nos teores de amido no SCA 6, maiores que aqueles do UF 613. Em todos os tratamentos do SCA 6, houve maiores teores de açúcares redutores que todos do UF 613, 8 horas após a inoculação, à exceção do UF 613 com glucose a 0,25 e 0,35 mol/L.. 

INTRODUÇÃO

A vassoura-de-bruxa, doença de grande importância econômica na cacauicultura, é causada pelo fungo hemibiotrófico denominado Crinipellis perniciosa. Na Amazônia Brasileira, já se constatou queda na produção de cacau, de até 40 % (Medeiros, 1974). Quando não são dispensados os cuidados necessários para o seu controle, ela atinge níveis epidêmicos, culminando com perdas de produção que podem alcançar até 90 %, inviabilizando a exploração do cultivo (Evans e Bastos, 1979). 

A doença se manifesta através da infecção de órgãos em estágio inicial de crescimento (meristemas), provocando a redução da área foliar, perda de frutos jovens e comprometimento do florescimento, pelos danos causados nas almofadas florais (Andebrhan, 1983; Almeida, 1987; Rudgard e Butler, 1987). 


Apesar dos estudos nos últimos 80 anos, ainda não se conseguiu elucidar os mecanismos fisiológicos e genéticos que envolvem a manifestação da vassoura-de-bruxa em Theobroma cacao (Evans e Barreto, 1996).

No processo de expressão da resistência do clone SCA 6 contra o C. perniciosa, o teor de açúcares redutores parecem desempenhar papel importante, atendendo a alta demanda respiratória, face à grande necessidade de energia e síntese de substâncias de defesa como os compostos fenólicos e as fitoalexinas (Evans, 1980).

O trabalho objetivou comparar os teores de amido e açúcares redutores nos clones SCA 6 e UF 613 inoculados com C. perniciosa e verificar possíveis interações com mecanismos de resistência.

MATERIAIS  E  MÉTODOS

O experimento foi conduzido na Seção de Fisiologia Vegetal do Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC) da Comissão Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC).

Foram utilizados dois clones de Theobroma cacao sendo um tolerante ao C. perniciosa o SCA 6 e um susceptível, o UF 613. 

Plântulas dos clones, foram submetidas à aplicação de soluções de glucose, nas concentrações a  0,0; 0,15; 0,25 e 0,35 mol/L, tendo como controle geral, as plantas sem glucose e não inoculadas. Foram pulverizados 10 mL das diferentes soluções por planta, nas superfícies abaxial e adaxial das folhas. Após 24 h, as mudas foram transportadas para uma sala, onde foram submetidas à inoculação, através da pulverização com suspensão de esporos viáveis da mistura de isolados de C. perniciosa, na concentração de 5,85 x 104 basidiósporos/mL em solução de MÊS, aplicada através do sistema semi-automatizado de inoculação/incubação, conforme adaptação de Frias (1995). Imediatamente, como reforço, aplicou-se manualmente uma gota de outra suspensão de mistura de isolados, contendo dessa vez, 1 x 106 basidiósporos /mL. Ainda nesse local, procedeu-se a primeira coleta de material vegetal, imediatamente após a inoculação, ou seja , no tempo “0”. Finalmente as mudas foram colocadas numa câmara úmida, sob temperatura de 250 C e umidade relativa do ar de aproximadamente 100 %, em regime de escuro, onde as coletas das amostras continuaram a ser realizadas em intervalos regulares de 4 h, durante 24 h, totalizando 7 períodos de coleta para análise bioquímica, através da remoção de folhas nos estádios de desenvolvimento de A a C (Müller et al., 1992). As amostras foram submetidas ao tratamento com nitrogênio líquido a fim de paralizar o metabolismo e colocadas em estufa de ventilação forçada a 700 C até peso constante. Após a secagem efetuou-se a moagem do material, para a determinação dos teores de amido pelo método descrito por McCready et al. (1950)) e de açúcares redutores pelo método descrito por Nelson (1944). O delineamento experimental foi de blocos ao acaso, com parcelas sub-subdivididas. O experimento constou de 4 repetições, 7 períodos de coleta de material vegetal dos dois clones submetidos às soluções de glucose 0; 0,15; 0,25; 0,35 mol/L inoculados, o controle e uma planta por unidade experimental, sendo 112 plantas de cada clone, totalizando 224 plantas. A análise estatística dos resultados foi efetuada através da utilização do procedimento de Modelos Gerais Lineares (GLM) do Sistema de Análises Estatísticas (SAS Institute, 1987). Comparou-se as médias entre os tratamentos, usando o teste de Duncan a 5 % de probabilidade.

RESULTADOS  E  DISCUSSÃO

Teor de amido

Quando se comparou o primeiro período de coleta com o sétimo, no tratamento inoculado e sem glucose, ficou evidenciado um decréscimo no teor de amido de 13% e 26% nos clones UF 613 e SCA 6 respectivamente, demonstrando uma queda mais significativa no clone resistente, sendo que a maior diminuição no SCA 6 sem glucose, registrou-se na coleta efetuada 16 h após a inoculação, chegando a 50%, enquanto no tratamento similar do UF 613, houve uma queda de 28%. Foi exteriorizada, possivelmente, a maior eficiência do clone resistente na degradação de substâncias de reservas como o amido, para liberar glucose e sintetizar substâncias de defesa contra o patógeno, principalmente na inibição da germinação de esporos remanescentes e redução do crescimento e morte de hifas primárias, tendo a glucose como ponto de partida. Baker e Crowdy (1943) verificaram, que a infecção de cacaueiros por Crinipellis perniciosa, alcançou seus maiores índices, 12 a 14 h após a inoculação. Mirocha e Zaki (1966), obtiveram resultados parecidos, quando verificaram que folhas de Phaseolus vulgaris  submetidas à infecção com o fungo Uromyces phaeoli var. typica raça 32, após 24 horas apresentaram uma queda de 90% nos teores de amido, com relação ao início da inoculação. 

Sharma e Sharma (1994), efetuaram estudos bioquímicos e histológicos em folhas de variedades resistentes de Zea mays infectadas com Helminthosporium maydis. Eles também detectaram um maior teor de amido no controle do que nas folhas infectadas, 24 h após a inoculação. 

Teor de açúcares redutores 


Na amostragem realizada 8 h após a inoculação, os tratamentos envolvendo o SCA 6, foram estatisticamente iguais entre si e superiores a todos os tratamentos do UF 613, com exceção dos tratamentos controle e com glucose a 0,25 e 0,35 mol/L., com destaque para a diferença verificada entre os tratamentos dos dois clones sem glucose (573 %) e com glucose a 0,15 mol/L (246 %), indicando, provavelmente, tratar-se de reação da planta 
Quadro 1 – Teor de amido (g kg-1 M S) em folhas e caules de SCA 6 e UF 613 inoculados com Crinipellis perniciosa e submetidos a diferentes concentrações de glucose.

GLUCOSE

          PERÌODOS DE COLETA

      mol/L


 horas após a inoculação

      

         0
            4
    8
    12
        16          20
 24

                                                                        SCA 6

CONTROLE
    11,7 b      11,4 ab     9,9 bc   11,0 bc    12,5 a    13,8 b    14,2 b

0

    15,0 b      12,1 ab   10,0 bc  10,9  bc      7,5 e     9,2  d    11,0 cd 

0,15
    24,0 a      13,8 a     11,3 ab     8,9 cd      9,2 cde13,8 b    10,0 cd

0,25
    17,5 b      12,0 ab   11,1 ab   10,2 bcd 12,9  a    11,0 cd  12,2 b

0,35
    14,2 b      12,5 ab   14,4 a       9,3 cd    12,4 a    10,5 cd    9,0 de 

                                                                       UF 613

CONTROLE
    12,2 b      14,3 a    12,0 ab   18,5 a       14,2 a     17,3 a    17,1a

0

    13,5 b      14,6 a    11,5 ab   10,0 cd    10,5 bc     9,7 cd  11,8 bc 

0,15
    13,9 b      11,9 ab    6,8 c       8,2 d      12,0 ab   12,8 bc  11,5 bc

0,25
    15,6 b      10,3 b    10,7 a     15,0 ab      9,6 cd     9,7 d    12,9 ab

0,35
    14,0 b        9,6 b    12,7 ab   12,0 b        8,5 de   13,4 b      7,8 e 

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (p( 0,05).

contra o patógeno. Baker e Crowdy (1943) encontraram que basidiósporos do C. perniciosa, iniciaram a germinação 2 h após a inoculação e, após 4 h, 95% dos esporos já haviam germinados. Os autores constataram ainda, que o início da infecção aconteceu 4 a 6 h após a inoculação. Sreenivasan, (1989), após realizar cortes anatômicos em folhas e caules do clone de Theobroma cacao  ICS 43, 6 h após a inoculação, verificou que, após a germinação dos esporos, o tubo germinativo penetra pela via direta (epiderme) e também pelo estômato. Basidiósporos de C. perniciosa tiveram seu crescimento in vitro, fortemente inibido por extratos de tecido do caule do clone de Theobroma cacao, o EET 19. Os extratos concentrados impediram a germinação de basidiósporos, provavelmente devido à presença de polímeros de taninos, cujos teores chegaram a constituir 10% da matéria seca do tecido vegetal (Brownlee, 1993). O mesmo autor encontrou em estudos preliminares in vitro, que a aplicação de soluções de glucose nas concentrações entre 0,28 a 1,1 M, causou a vacuolização de tubos germinativos de Crinipellis perniciosa. 

Trabalhos preliminares demonstraram que açúcares redutores e monofenóis estão envolvidos na modificação e inibição do processo germinativo de basidiósporos (Bastos, 1988). Em estudos in vitro, basidiósporos de C. perniciosa submetidos durante 18 h, numa temperatura de 250C, a soluções de glucose de diferentes concentrações, demonstraram que pressões osmóticas originadas de soluções iguais ou superiores a 1 mol/L, inibem totalmente a sua germinação (Bastos, 1985). 

Quadro 2 – Teor de açúcares redutores (g kg-1 M S) em folhas e caules de SCA 6 e  UF 613 inoculados com Crinipellis perniciosa e submetidos a  diferentes concentrações de glucose.

GLUCOSE 

         PERÍODOS DE COLETA

mol/L



horas após a inoculação

                               0               4             8               12            16         20         24 

                                                                           SCA 6

CONTROLE    17,1ab      9,1 d       16,0  abc    11,9 bc    14,1 a    23,3 a     5,7 a

         0              13,5 bc   10,4 cd      24,9  a        12,2 bc    10,4 b   15,0 ab   6,4 a 

0,15         12,9 bc      8,3 d       18,7 ab      11,3 bc    15,7 a    21,8 a     3,3 a

0,25         20,3 ab    17,4 a       19,3 ab      16,6 ab      8,5 b      5,3 c     3,0 a

0,35         15,0 abc  11,4 bcd   14,1 abc    21,1 a      16,2 a     7,6 bc     3,9 a 

                                                                         UF 613

CONTROLE
   21,1 a      18,3 a           7,4 bc     10,4 c      10,5 b      3,2 c     4,5 a

0

     5,5 c        8,2 d           3,7 c         5,9 cd    15,9 a      5,5 c     6,8 a 

0,15
   23,9 a      16,0 ab         5,4 c         3,8 d      16,4 a    10,0 bc  7,8  a

0,25
   23,6 a        7,5 d         11,8 abc     0,5 d        8,0 b   10,4 bc   5,0 a

0,35
   12,2 bc    13,5 abc     16,5 abc   15,7 ab     2,9  c     7,6 bc    9,1 a 

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (p( 0,05).

A condição celular em direção à resistência de plantas de aveia ao fungo Puccinia coronata avenae, é estabelecida entre 8 e 10 h após a inoculação, (Tani, 1975).

A aplicação de glucose no clone UF 613, nas concentrações de 0,25 e 0,35 mol/L,  propiciou ao referido clone, igualar os teores de AR registrados em todos os tratamentos do SCA 6, 8 h após a inoculação. Glucose na concentração de 3 % (0,17 M), aplicada em folhas da gramínea Setaria, inoculadas com Helminthosporium tetramera propiciou um decréscimo na severidade da doença (Vidhyasekaran, 1974).

Lukens (1970) após aplicar glucose em cinco variedades de gramíneas susceptíveis e inoculá-las com Helminthosporium vagans, conseguiu torná-las resistentes.

CONCLUSÕES

1 -  Os decréscimos nos teores de amido, nos tratamentos do clone SCA 6 e do clone UF 613 sem glucose e com glucose a 0,15; 0,25 e 0,35 mol/L, nas coletas efetuadas às 4, 8, 12, 16, 20 e 24 h após a inoculação, com relação à coleta no tempo “0”, ocorreu devido, possivelmente, à degradação do mesmo para a liberação de hexoses usadas na síntese de compostos de defesa da planta contra o fungo (SCA 6), no metabolismo vegetal para atender à demanda nutricional e de energia do hospedeiro (SCA 6) e do hospedeiro e patógeno ( UF 613).

2 - Os tratamentos do clone SCA 6 sem glucose e com glucose a 0,15 mol/L, apresentaram níveis de AR superiores àqueles verificados nos tratamentos similares do UF 613, 8 h após a inoculação, parecendo indicar, a utilização dos mesmos nos mecanismos de defesa da planta contra o C. perniciosa, em eventos como a síntese de compostos fenólicos,  melanização de células com a consequente compartimentalização de tecidos necrosados (reação de hipersensibilidade) e a síntese de fitoalexinas.

3 - Os tratamentos do UF 613, submetidos  às soluções de glucose a 0,25 e 0,35 mol/L, alcançaram teores de AR iguais a todos aqueles verificados nos tratamentos do SCA 6, 8 h após a inoculação, mudando o perfil fisiológico do referido clone, na provável presença do C. perniciosa, possibilitando talvez, em futuras pesquisas a indução de resistência à vassoura-de-bruxa em clones susceptíveis. 
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