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COMPOSIGA' O BIOQUIMICA E ENZIMAS OXIDATIVAS EM FOLHAS
DE CUPUACUZEIRO (Theobroma grandiflorum (Willdenow ex Sprengel}
Schumann) INFECTADAS POR Crinipellis perniciosa’

Herdclito Eugénio Oliveira da Conceigdo®, Paulo Mazzafera®, Qlinto Gomes da Rocha Neto® e
Ruth Linda Benchimol Stein?

RESUMO: O cupua;ﬁuieiro, planta endémica na bacia amazdnica, tem a produgdo de frutos
bastante afetada quando atacada pela doenga vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo
C perniciosa, Com o intuito de se estudar as alteragfes fisioldgicas provocadas pelo
patdgeno em plantas infectadas, folhas sadias e doentes foram analisadas para o conteudo
de acutcares soldveis, amido, proteinas, fendis e taninos. Também foram medidas as
atividades das enzimas peroxidase e polifencloxidase. As folhas sadias sempre apresentaram
maior conteido dos compostas analisados. A atividade da polifencloxidase foi maior nas
folhas infectadas do que nas sadias, mas ndo foi observada diferenga em relagdo a
peroxidase. Os resultados mostram que ocorre acentuads alteragdo fisioldgica nas fofhas
infectadas pelo patégeno, Uma vez que ¢ desenvolvimento do micélio de € perniciosa é
intercelular na sua fase parasitica, sugere-se Que 0S estudos pasteriores quanto &
composicdo bioquimica e atividades de enzimas no apoplasto déem informagdes importantes
para a compreensdo das interacdes fisiolégicas entre patégeno e hospedeiro.

BIOCHEMICAL COMPOSITION AND OXIDATIVE ENZIME ACTIVITIES
IN CUPUACU (Theobroma grandiflorum (Willdenow ex Sprengel)
Schumann) LEAVES AS INFECTED BY Crinipellis perniciosa

ABSTRACT: The cupuagu, an indigenous tree of the Amazon basin, has the fruit production
severely affected by the development of the disease witches” broom, caused by the fungus
C perniclosa. In order to investigate physiologycal alterations in infected plants, healthy
and infected leaves were compared to the contents of socluble sugars, starch, proteins,
chiorophyll, phenols and tannins. The activities of peroxidase and polyphenoloxidase were
also evaluated. In respect to the chemical constituents, healthy leaves showed the highest
contents. Activity of polyphencloxidase was higher in the infected leaves, but no difference
was observed for peroxidase. These results shaw that marked physiciogical alterations occur
upon the infection by the pathogen. Since the mycefium of L perniclosa develops
extracellularly as in parasitc stage, it is suggested that further studies on thechemical
compaosition and enzymes in the apoplast certainly might give new clues for the
understanding of the physiological interactions between the pathogen and host.

" Trabalho realizado com o apoio do Convénio Embrapa Amazidnia QOriental 7 JICA e BIRD H1.

2 Eng- Agr., M.Sc., Embrapa Amazdnia Oriental, Caixa Postal 48, CEP 66017-970, Belém, PA.

¥ UNICAMP - Departamento de Fisiologia Vegetal, 1B, UNICAMP, Caixa Postal 6103, CEP 13087-970,
Campinas, SP.

4 Eng.-Agr., Ph.D., Embrapa Amazénia Oriental.
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INTRODUCAO

Atualmente, a vassoura-de-bruxa, representa o principal fator fimitante da
producdo de cacau no Brasil. O fungo basidiomiceto Crinipéellis perniciosa (Stahel)
Singer é o agente causal dessa doenga-:e.é, também, encontrado afetando outras
espécies de Theobroma e Herrania, nativas da floresta da bacia amazémca (Baker &
Holliday, 1857).

O ciclo de vida do patégeno pode ser dividido em duas fases bem distintas,
parasitica e saprofitica. Os basidiosporos penetram em tecido ileso, principalmente
estématos, tricomas multicelulares prostrados e ferimentos, causando hipertrofia e
hiperplasia de ramos, flores e frutos. O micélio parasitico cresce somente
intercelularmente e a profiferagdo ocorre exclusivamente em tecidos de crescimento
ativo. Apds a morte dos tecidos, o fungo persiste como um saprdfita, produzindo
basidiocarpos, por fongos periodos (Evans, 1980; Calle et al. 1982; Frias et al. 1991).

Até o momento, poucas cultivares de cacaueiro sdo conhecidas por
apresentaremn resisténcia parcial ao ataque do patdgeno. Informagdes sobre a base
bioguimica da resisténcia dessas cultivares sdo restritas. Descobertas recentes tém
indicado que taninos condensados podem estar envolvidos na resisténcia do cacaueiro &
vassoura-de-bruxa (Brownlee et al. 1930). '

O cupuacuzeiro (Theobroma grandiflorum (Willdenow ex Sprengel]
Schumann) é uma &drvore nativa da bacia amazénica, cuja polpa dos frutos é apreciada
pelo aroma e sabor pronunciado. A érvore ainda é pouco explorada economicamerite e
os frutos sdo coletados por pequengs produtores, em arvores nativas que crescem na
floresta e em peguenos plantios. A polpa € principalmente consumida no preparo de
suco, sorvete, doce, etc. (Calzavara et al. 1384). £, também, afetado pela vassoura-de-
bruxa. Vieira (1942) considera que, em comparagcdo ao cacaueiro, a producdo de frutos
desta planta é mais afetada pela doenga, visto que a frutificagcdo ocorre somente nos
langamentos. Contudo, os isolados de C. perniciosa que contaminam o cacaueiro nao
infectam o cupuacuzeiro {Bastos, 1986).

Até agora, ndo hd nenhuma cultivar de cupuacuzeiro com resisténcia a
vassoura-de-bruxa, nem trabalhos reportando sobre o comportamento fisiolégico desta
planta quando contaminada pelo patdégeno. Fredominantemente, a maioria da
informacdo sobre as interagdes planta-patégeno estd relacionada ao cacaueiro.

Este trabalho tem como objetivo estudar a interacdo fisiolégica entre o
cupuaguzeiro e €. perniciosa, através da comparacdo entre folhas contaminadas e

sadias, em relacdo ao conteudo de alguns constituintes quimicos e a atividade de
enzimas oxidativas.
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MATERIAL E METODOS

O cupuacuzeiro tem folhas alternadas. A primeira e segunda e a quarta e
oitava folhas foram coletadas de ramos contaminados e sadios de uma quadra de
cupuacuzeiros adultos do Centro de Pesquisa Agroflorestal da Amazdnia Oriental -
CPATU, da Embrapa, em Belém, PA. Como ndo havia nenhum controle da infecgdo
dessas plantas, para cada tipo de folha, sadia ou contaminada, foram coletadas 15 a 20
folhas de vérios ramos de cinco plantas e misturadas para compor uma unica amostra.
Posteriormente, foram divididas em duas amostras e trés repeticGes foram tomadas de
cada uma. Imediatamente apds a coleta, as folhas foram conservadas em gelo até
serem conduzidas para o laboratério, onde foram pesadas, medidos o comprimento e
larqura do limbo, e usadas para as extragbes. Algumas folhas foram usadas para
determinacdo do peso das matérias fresca e seca.

Segmentos de ramos sadios e contaminados, compreendidos entre a primeira
e oitava folhas, foram coletados de algumas drvores de cupuaguzeiro. Apés @ remogao
das folhas, foram pesados, e seus volumes obtidos pelo registro da mudanga de volume
de uma solucdo etandlica 50%, dentro de um cilindro graduado. O peso da matéria seca
foi obtido apds uma semana de secagem a 70°C.

Aproximadamente 1 g de folhas foi imergido em 25 ml de etanol 80% e
macerado em homogeneizador Virtis, Uma segunda extragdo foi feita com o mesmo
volume de etanol e os extratos combinados foram transferidos para um erlenmayer de
250 ml, cobertos com folha de papel aluminio, e deixado em banho-maria (8(°C) por
uma hora, com agitagdo ocasional. Apds resfriamento, o macerado foi filtrado e o
liquido filtrante foi usado para a determinacdo de agucares soluveis, de acordo com
Dubois et al. {1956). A sacarose foi usada como padrdo.

O conteudo de amido foi medido no macerado, recuperado apds uma noite
de digestdo com 10 mi de acido perclérico, a 35%. Os extratos foram centrifugados e

os residuos de glicose, quantificados (Dubois et al. 1956). A glicose foi usada como
padréo.

O mesmo extrato etandiico usado para a determinagdo de actcares soluveis
foi também usado para determinagdo de compostos fendlicos (Swain & Hillis, 1959 e
clorofilas (Arnon, 1349). '

Os taninos foram extraidos duas vezes (1 g/2x25 ml}l com dgua destilada
fervente. As folhas foram maceradas em homogeneizador Virtis e incubadas por uma
hora em banho-maria fervente. O macerado foi filtrado e a concentragdo de taninos foi

mensurada pela precipitacdo de azul de metileno em tampéo fosfato (Okuda et al.
1985). -

As proteinas soluveis foram determinadas somente na primeira, segunda e
guarta folhas. A nervura principal foi removida e a lIédmina foliar cofocada em almofariz,
em banho de gelo, com tampéo fosfato de sédio 250 mM; pH 7,0; écido asclrbico 5%.
Os extratos foram centrifugados a 4°C e o sobrenadante recuperado para determinagdo
de proteina (Bradford, 1976). A soro albumina bovina foi usada como padréo.
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As enzimas peroxidase {PER) e polifenoloxidase (PPO) foram extraidas da
primeira e segunda folhas, apds remogéo da nervura principal. As proteinas foram
extraidas por maceragdo do limbo foliar em almofariz, em banho de gelo, com tampdo
fosfato de sddio 200 mM: pH 7,0; 4cido ascérbico 5%, EDTA 10 mM e f
mercaptoetanol 14 mM. Foi adicionada areia lavada para melhorar a extrago. A mistura
foi centrifugada a 15.000 rpm por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante foi filtrado em
coluna de Sephadex G25 (1,6 cm x 25,0 cm). Os eluatos das proteinas foram usados
para os ensaios enzimdticos. A concentracdo de proteina foi medida ‘nas fracGes do
extrato cru e filtrado. As atividades das enzimas peroxidase e polifenoloxidase foram
ensaiadas de acordo com Kar & Mishra (1976), usando pirogalol como substrato.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sob contaminacdo de patégenos, as plantas desenvolvem uma gama de
processos complexos. Em interagbes susceptiveis, na maioria das vezes, mudangas
fisiolégicas podem ser consideradas como conseqiéncias da colonizagdo de celulas e
tecidos invadidos. Nas interagcdes de resisténcia, vérios mecanismos podem ser
deduzidos a fim de evitar a propagagédo de patégeno nos tecidos. |

Os compostos fendlicos tém sido considerados como parte da resposta de
defesa contra patdogenos nas interagdes de resisténcia planta/patégeno. Estes
compostos podem ser agrupados nas classes de pré-formados ou de compostos
novamente sintetizados (Nicholson & Hammerschmidt, 1992). Os taninos, que s&o
polifendis soltveis em &dgua, também tém sido indicados por possuirem atividades
antimicrobial (Scalbert, 1991).

A lignina, um complexo polimero fendlico, pode atuar durante a
contaminacdo do patégeno pela formagdo de uma barreira para o crescimento do
patogeno (Ride, 1978; Bruce & West, 1989). Como as peroxidases estdo envolvidas na
biossintese de lignina, o aumento de atividade e o aparecimento de isoenzimas tém sido
detectados em tecidos atacados (Bruce & West, 1989; Biles & Martin, 1993; Goy et al.
1992). A atividade da polifenoloxidase também aumenta nas ' interacOes
planta/patégeno. Contudo, seu papel no processo até agora ndo estd claro (Biles &
Martin, 1993; Goy et al. 1992).

O padrdo de transiocacdo de assimilados em plantas pode ser alterado a
partir da contaminacdo com patdgenos fungicos biotréficos (Livne & Daily, 1966; Billet
& Burnet, 1978; Edwards, 1971; Aked & Hall, 1983). Acucares sdo liberados no
apoplasto em direcdo ao local do dreno representado pelas células contaminadas. Néo
obstante, ndo é uma regra o0 aumento das taxas - fotossintéticas em tecidos
contaminados (Coghlan & Walters, 1992). Qutros estudos relatam aumento (Klecan &
Buchanan, 1988} ou decréscimo (Manners & Gay, 1982} dos niveis de amido em
algumas combinacdes planta/patogeno.

A Fig. 1 mostra a érea foliar, a matéria seca da-folha e a razdo entre esses
dois dados para folhas de cupuacuzeiros sadios e infectados. Surpreendentemente, a
quarta folha diferiu significativamente das outras, mostrando uma: acumulagdo mais
baixa de matéria seca [Fig. 1A} associada a uma expansao foliar mais répida (Fig. 18B),
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e, como resultado, a matéria seca por drea foliar desta folha foi trés vezes mais baixa
do que a da folha sadia (Fig. 1C). Os conteudos dos constituintes quimicos mostrados
na Tabela 1 foram expressos em ug/cm’.
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* Indica diferenga estatistica entre folhas sadias e infectadas, ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste
de Tukey.

FIG. 1. Area foliar (A), matéria seca da folha (B) e matéria-seca da folha/drea foliar (C)
da primeira, segunda, quarta e oitava folhas de ramos de cupuaguzeiros sadios e
infectados por Crinipellis perniciosa.
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TABELA 1. Composicdo quimica e atividades de enzimas em folhas de cupuaguzeiros
sadios e infectados por Crinipelils perniciosa.

Compostos quimicos Posicdo da folha'
Primeira e sequnda Quarta Oitava

Acticares soltiveis® Do
Sadios 5,34a 1,12a 1,00a

Infectados 2,897b 0,62b 0,562b
Média 4,16A 0,878 0,768
Amido .
Sadios 4,08a 0,72a 0,30a
Infectados 5, 16a 0,31b 0,553
Média 4,62A 0,528 0,438
Proteinas

Sadios 0,841a 0,206a nd
Infectados 0,.6156b 0,078bH nd
Media 0.728A 0, 1438 nd
Clorofila total ‘
Sadios 0.062a 0.013a 0,028a
Infectados 0,026b 0,0056b 0,020b
Média 0,044A 0,003C 0,0248
Fandlicos

Sadios 9, 13a 1,67a 1,243
Infectados - 4,83bh 0.86b 0.,89a
Meédia 6.98A 1,278 1,078
Taninos

Sadios . 8, 75a 1,163 0,38a
Infectados 3.21b 0,64b -0,40a
Média 5,98A 0,908 0,398
PPO?.

Sadios 0,57b nd nd
Infectados 0,89a nd nd
PER?

Sadios 1,56a nd nd
Infectados 1,173 nd nd

! letras maiasculas diferentes indicam diferencas estatisticas entre médias pelo teste de Duncan 5%, e
letras minusculas entre folhas sadias e infectadas.

? Valores expressos em mg/cm?.

* Atividades das enzimas polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (PER) foram expressas como unidades de
absorbéncia /g de protelna / minuto.

nd = ndo determinada.
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Os ramos do cupuaguzeiro tornam-se intumescitdos quando infectados com
C perniciosa. Aqui, foi determinado o volume, as matérias fresca e seca, e a densidade
dos ramos de cupuaguzeiros sadios e doentes. A percentagem de matéria seca foi mais
alta em tecidos sadios (23,4 %) quando comparada com os infectados (17,8 %).
Quando a densidade foi calculada usando a matéria fresca, nenhuma direrenga foi
observada (0,931 g/mi, sadio; 0,972 g/ml, infectado), contudo, usando matéria seca, 0s
ramos sadios mostraram maior densidade (0,218 mg/mi) do que os infectados
{0, 174 mg/mi}, indicando acumulo de mais matéria seca por volume.

Os conteudos de agucares soluveis, proteinas, clorofilas total, fendlicos e
taninos de folhas de cupuaguzeiros sdo mostrados na Tabela 1. As folhas sadias quase
sempre mostraram valores mais altos para todos 0S Compostos analisados.
Similarmente, as primeira e sequnda folhas tiveram conteudos mais altos. As atividades
da PPO e da PER foram investigadas somente na primeira e segunda folhas (Tabela 1).
Diferencas estatisticas significativas foram encontradas somente para a atividade da
PFPO, que foi mais alta nas folhas doentes. Atividades de enzimas podem ser medidas
somente apods fiftracdo em Sephadex G285, indicando a presenca de inibidor f(es) de
baixo peso mofecular nos extratos crus.

O fungo biotréfico C. perniciosa tem um modo peculiar de colonizagcdo nos
tecidos da planta, visto que cresce exclusivamente no espacoe intercelular enquanto na
fase parasitica. Portanto, a absorgcdo de nutrientes para seu crescimento pode estar
disponivel no apoplasto. Tecidos de cacaueiro infectados tornam-se intumescidos e as
células arranjadas desorganizadamente, provavelmente como uma resposta para o
aumento no nivel de fitohorménios {lsaac, 1992}

Tem sido mostrado, em cultura de tecidos e de protoplastos de cacaueiro
que o fungo causa perda de eletrdlitos, sugerindo, portanto, que nutrientes podem
migrar de células internas para externas, como demonstrado para outras plantas
atacadas por patégenos {Aked & Hall, 1983). O aumento da atividade da invertase
extracelular foi também detectado (Aked & Hall, 1333).

Os resultados obtidos indicam um distirbio metabdlico geral nas folhas de
cupuaguzeiros infectadas pelo fungo. Provavelmente, isso se deve a uma reducdo no
conteudo de clorofila. A fotossintese é afetada nessas folhas e, conseqtientemente, 0
nivel de carboidratos. Novos estudos sobre fotossintese, conteudo intercefular de
acucares sofuveis e atividade da invertase, certamente fornecerdo nova compreenséo
sobre as interag8es fisiolégicas entre o cupuacguzeiro e C perniciosa,

AGRADECIMENTOS

Ao laboratorista Cleo Marcelo de Aratjo Souza e ao Dr. Jorge Vega, pela
colaboragdo prestada.

179



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AKED, J.;"HAlL, J.L. Effect of powdery mildew. infection on concentrations of
apoplastic sugars in pea leaves. New Phytologist, v.123, p.283-288, 1993.

ARNON, D. I. Cooper enzymes in isolated chloroplasts. Polyphenoloxidases in Beta
vulgaris. Plant Physiology, v.24, p.1, 1949

BAKER, R.E.D.; HOLLIDAY, P. Witches’ broom disease of cacao (Marasmus
perniciosus Stahel) London: The Commonwealth Mycological Institute, [19-]. 57p.
{Phytopathological Paper, 2J.

BASTOS, C.N. Comparacdo morfoldgica e patoldgica de isolados de Crinipellis
perniciosa (Stahel] Singer. Belém: CEPLAC-DEPEA, 1986. p.45-49. finforme
Técnico).

BILES, C.L.; MAR TYN, R.D. Peroxidase, polyphenoloxidase, e shikimate dehydrogenase
isozymes in relation to tissue type, maturity and pathogen induction of watermelon
seedlrngs Plant Physiology & Biochemistry, v.31, p.499-506, 1393.

BILLET, E.E.; BURNET J.H. The host -parasyte phys.-ology of the mayze smut fungus
Ustilago maydis 11. Translocation of '‘C-labeiled .ass.'m.-lates in smutted maize
plantas. Physiological Plant Pathology, v.12, p.102-112, 1978.

BRADFORD, M.M. A rapid and sens:t.-ve method for quant:ffcar.-on of m.-crograms_
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry, v.72, p.248-251, 1976.

BROWNLEE, H.E.; McEUEN, A.R.; HEDGER, J.; Scott, I.M.. Anti-fungal effects of
cocoa tannin on the witches’ broom pathogen Crinipéellis perniciosa. Physiological
.Molecular Plant Pathology, v.36 p.39-48, 1990.

BRUCE, R.J.; WEST, C.A. Eliciation of lignin biosynthesis and isoperoxidase activity by
pectic fragments in suspension cultures of castor bean. Plant Physiology, v.91,
p.889-897, 1989.

CALZAVARA 8.8, G.; MULLER, ' C.H.; KAWAGE, O.N.C. Fruticultura tropical o
cupuacuzerro cultivo, beneficiamento e utrhzagéo do fruto. Belém: Embrapa-
CPATU, 1984. 101p. {Embrapa -CPATU. Documentos 32)

COGLAN, S.E.; WAL TERS, D.R. Photosynrhes:s in green-;slands on powdery mildew-
infected barley leaves. Physiological Molecular Plant Pathology, v.40, p.31-38,
1992.

DUBOIS, M.K.; GILLER, K.A.; HAMILTON, J.K.; RIBERS, P.A.; SMITH, J. Colorimetric

method for determination of sugars and related substances. Analytical Chem:stry,
v.28, p.350-366, 1956.

EDWARDS, H.H. Translocation of carbon in powdery mildewed barley. Plant Physiology,
v.47, p.324-328, 1971.

EVANS, H.C. Pleomorphism in Crinipellis perniciosa, causal agent of witches’ broom
disease of cocoa. Transactions of the British Mycological Society, v.74, p.515-523,
1980.

180



FRIAS, G.A.; PURDY, L.H.; Schmidt, R. A. Infection biology of Crinipellis perniciosa
on vegetative flushes of cocoa. Plant Disease. v.75, p.552-556, 1991.

GOY, P.A.; FELIX, G.; METRAUS, J.P. MEINS Jr., F. Resistance to disease in the hybrid
Nicotiana glutinosa x Nicotiana debneyi is associated with high constitutive levels
of -1, 3 - glucanase, chitinase, peroxidase and polyphenoloxidase. Physiological
Molecular Plant Patholology, v.41, p.11-21, 1932.

ISAAC, S. Interactions between the pathogen Crinipellis perniciosa and Cocoa
tissue. In: TROPICAL MYCOLOGY SYMPOSIUM, 1982, Liverpool. Proceedings.
Liverpool: British Mycological Society, University of Liverpool, 1982,

KAR, M.; MISHA, D. Catalase, peroxidase and polyphenoloxidase activities during rice
leaf senescence. Plant Physiology. v.57, p.315-313, 19376.

KLECAN, A.L.; BUCHANAM, B.B. Powdery mildew infection alters 2, 6-bisphosphate
content and sucrose to starch ratio in leaves of wheat plants actively forming grain.
Physiological Molecular Plant Pathology, v.32, p.221-227, 1988.

LIVNE, A.; DALY, JM. Transiocation in healthy and rust-affected beans.
Phytopathology, v.56, p.170-175, 1366.

MANNERS, JM.; GAY, J.L. Transport, translocation and metabolism of "C -
photosynthates at the host-parasite interface of Pisum sativum and Erysiphe pisi.
New Phytologist, v.91, p.221-244, 1982,

NICHOLSON, R.L.; HAMMERSCHMIDT, R. Phenolic compounds and their rofe in disease
resistance. Annual Review of Phytopathology, v.30, p.369-389, 1992.

OKUDA, T.; MORI. K.; HATANQO, T. Chemical and FPharmaceutical Bulfetin, v.32,
p.1424-1433, 1385.

RIDE, J.P. The role of cell wall alterations in resistance to fungi. Annals of Applied
Biology, v.89, p.302-306, 1978.

SCALBERT, A. Antimicrobial properties of tannins. Phytochemistry, v.30, p.3875 -
3883, 71991,

SWAIN, T.; HILLIS, W.E. The phenolic constituents of Prunus domestica. 1. The

quantitative analysis of phenolic constituents. Journal Science of Food Agriculture,
v.10, p.63-68, 1959.

VIEIRA, J.T. Lagartdo ou vassoura-de-bruxa. Brasilia, DF: Ministério da Agricultura,
1842. 7p (M.A. Boletim).

181



